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I 


Dans un article récent nous avons montré que le sérum san- 
guin exerce la méme action et agit avec la méme rapidité, qu’il 
soit introduit dans la circulation générale ou dans le canal 
aérien (1). 

L’expérience montre qu'il en est de méme de toxines et 
poisons solubles. Nous avons pu nous assurer, en ce qui est 
du venin de cobra et de la toxine diphtérique, que la dose 
mortelle est sensiblement égale chez le cobaye et le lapin, 
que Von choisisse la voie sanguine ou la voie respiratoire. 
Tout porte & croire que les choses se passent ainsi pour 
toutes les substances toxiques solubles; du moment qu’un 
corps est liquide, il traverse la couche alvéolaire sans étre 
arrété, tout comme si l’on en introduisait directement dans le 
sang. 

La couche épithéliale pulmonaire se comporte tout aulrement 
lorsqu’il s’agit de laisser passer un élément figuré. Elle l’inter- 
cepte, d’abord, en totalité; puis, 8 mesure que la solubilisation 
s’en poursuit, les portions passées en solution franchissent le 


(1) Ces Annales, janvier 1920, p. 51. 
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filtre pulmonaire. Ce processus s’opérant & Vaide de globules 
blanes principalement s’accomplit plus ou moins vile, suivant 
Ja nature de |'élément en présence. 

Tant qu'il est intact, le filtre pulmonaire est imperméable a 
la fagon d’une bougie a pores serrées ; mais, il suffit de la lésion 
la plus minime pour que sa porosité augmente au point de 
rendre le filtre inopérant. Ainsi, au moyen de l’artifice dont 
nous usdmes autrefois pour renverser la barriére intestinale (1), 
on parvient & ouvrir aussi la barriére pulmonaire. Les expé- 
riences nous ont, en effet, montré que la bile de beuf, qui, 
ala dose de 1/2. c. d’une solution au 1/20, est bien supportée 
en injection laryngée, rend le lapin sensible 4 Vinfection par 
la voie respiratoire: lorsque, le lendemain de cette « inspira- 
tion » de bile, on injecte dans la trachée du virus paratyphique B, 
on constate que Ja résistance de l’animal est bien loin d’étre ce 
qu’elle est normalement. 

Rappelons ici un fait que nous avons décrit chez les animaux 
sensibilisés par la bile, auxquels on fait une inoculation de virus 
dans les veines. Si pour un lapin neuf de 2 kilogrammes environ 
la dose mortelle de virus paratyphique, en injection intravei- 
neuse, est de 1/15 — 1/10 de culture sur gélose, lingestion 
préalable de bile fait baisser la résistance naturelle d’au moins 
5 fois, en ramenant ainsi la dose mortelle & 1/50-1/100 de 
culture. 

Nous retrouvons le méme phénoméne, mais plus accusé 
encore, en empruntant Ja vole pulmonaire. 

Non préparé par la bile, le lapin manifeste une résistance 
tout a fait inattendue au virus paratyphique donné par la voie 
laryngée. Nous avons pu injecter impunément jusqu’a une 
demi-culture sur gélose; méme une culture entiére ne le fait 
mourir qu’au bout de deux a trois jours; le lapin neuf tolére 
done par la voie pulmonaire beaucoup plus de virus que par la 
vole sanguine. 

Cette tolérance, qui ne peut étre due qu’a intervention du 
filtre alvéolaire, disparait tolalement dés que l’animal est sen- 
sibilisé par la bile. Ainsil’expérience nous a montré que le lapin 
qui avait recu de la bile par le larynx la veille, puis du virus le 


(1) Ces Annales, aout 1919, p. 557; décembre 1919, p. 882. 
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lendemain par la méme voie, succombe & la dose de 1/100 de 
culture, c’est-a-dire & la dose 50 fois inférieure a celle qui tue 
le lapin normal ; c’est aussi la dose qui, pour le lapin préparé 
par la bile, est mortelle en inoculation intraveineuse. 

Il s’ensuit donc que le filtre pulmonaire, si efficace dans les 
conditions normales, ne fonctionne plus chez l’animal sensibi- 
lisé; tout se passe comme si ce filtre était perforé. 

Cette expérience nous montre la différence de résistance 
entre un animal normal et sensibilisé ; elle nous fait saisir éga- 
_ lement le rdle protecteur que l'appareil alvéolaire joue dans les 
conditions naturelles de vie. 

En résumé : 

Chez le lapin normal, la dose mortelle est de: 

1/10 culture, en injection intraveineuse, 
1 culture, en injection intratrachéale ; 

Chez le lapin senszbr/isé, la dose mortelle est de : 

1/50 — 1/100 culture, en injection intraveineuse, 
1/50 — 1/100 culture, en injection intratrachéale. 

Done : 

1° La sensibilisation par la bile, en privant l’animal de ses 
moyens naturels de défense, permet de se rendre compte de ce 
quest la résistance d’un animal « désarmé »; cette derniére, 
que lon pourrait qualifier de « résistance propre », est invaria- 
ble quelle que soit la porte d’entrée du virus; 

2° Par la voie sanguine l’animal supporte une dose de virus 
au moins 5 fois supérieure & celle que comporte sa résistance 
propre; 

3° Par Ja voie aérienne l’animal supporte une dose de virus 
au moins 50 fois supérieure a celle que comporte sa résistance 
propre. 

Ilen ressort done que la part de !’épithélium respiratoire dans 
la défense naturelle de l’organisme est des plus importantes. 
Dans le filtre alvéolaire, les virus inspirés trouvent une barriére 
équivalente a celle que la muqueuse intestinale oppose aux 
virus ingérés (1). En assurant de la sorte la défense /ocale, 
les deux appareils contribuent & Vimmunité naturelle de 
Vanimal. 


(1) Ces Annales, loc. cil. 
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II 


Etant donnée la présence, au niveau de l’appareil respiratoire, 
des cellules assurant l’immunité locale, étant donnée la pos- 
sibilité de lever cette immunité par un artifice d’expérimen- 
tation, ne serait-il pas également possible d’exalter cette immu- 
nité locale, c’est-a-dire d’immuniser artificiellement l'appareil 
respiratoire, comme nous avions immunisé l'appareil intestinal, 
sans que l’organisme entier y prit part? 

Nous nous sommes adressé, pour nous en assurer, a différents 
microbes. C’est sur le bacille diphtérique que nous nous arré- 
tames : il a l'avantage de ne pas donner lieu a la production 
d’anticorps, puis, méme lorsqu’il est injecté a fortes doses 
sous la peau, de ne pas créer dimmunité active. Nous nous 
sommes servi de cultures de vingt-quatre heures sur gélose 
ordinaire. 

En cherchant & nous rendre compte de la virulence de notre 
culture par diverses voies, nous ne manquames point de nous 
apercevoir que, vis-a-vis du bacille diphtérique, tout comme 
vis-a-vis du bacille paratyphique, la voie aérienne se montre 
notablement plus tolérante que la voie sanguine. 

Tandis que la dose de 1/10 culture suffit pour tuer un cobaye 
de 500 grammes en injection intraveineuse, il faut toute une 
demi-culture (diluée dans 0 ¢.c.5 d’eau) pour provoquer la mort 
en injection trachéale. 

Une des expériences relatives aux essais d’immunisation 
locale est résumée dans le tableau ci-contre. 

I] en résulte que : 

1° Le cobaye A, qui avait recu 3 injections de bacilles diphté- 
riques morts dans la trachée, supporte dans la suite une dose 
stirement mortelle de bacilles diphtériques vivants par la méme 
vote; avant Vinoculation d’épreuve son sérum agelutinait a 
1: 80; 

2° Le cobaye B qui avait regu 3 injections de bacilles diphté- 
riques tués sous la peau, méme & doses doubles, succombe A 
Vinoculation intratrachéale de bacilles diphtériques vivants; 
avant Vinoculation son sérum agglutinait a 4 : 320. 

Liimmunité du cobaye A serait-elle due & une production 


INFECTION ET VACCINATION PAR VOIE TRACHEALE 365 


plus active des anticorps en cas de vaccination par la voie tra- 
chéale que par la voie sous-cutanée? Pour le savoir, nous 
avons procédé & l’expérience que voici. 

Un cobaye A,, vacciné dans les mémes conditions que le 
cobaye A et en méme temps que lui, fut saigné le jour de l’ino- 
culation (20/IV); son sérum (2 cent. cubes) fut injecté 
dans le péritoine dun cobaye neuf. Le lendemain, ce dernier 


Cospaye A Cosaye B e TSMOIN 


16/11. 420 gr. 1/4culture}16/ III. 570 gr. culture » 
diphtérique chauffée diphtérique chauffée 
(60°— 1h.) dans la tra- (60° — 1 h.) sous la 
chée. peau. 


30/III. 1/6 culture diph-}30/III. 1/3 culture diph- » 
térique chauffée (60°} térique chauffée (60° 


—1h.) dans la trachée — 1h.) sous la peau. 
9/IV. 1/2 culture diphté-]9/[V. 4 culture diphtéri- » 
rique chauffée (60° — que chauffée (60° — 
1 h.) dans la trachée. 4h.) sous la peau. 
19/1V. Le sérum agglu-|19/IV. Le sérum agglu- » 
tine le bacille diphté-| tine le bacille diphté- 
rique a1: 80. rique a 1: 320. 
20/1V. 350 gr. 1/2 culture}20-IV. 545 gr. 1/2 culture/20/IV. 600 gr. 1/2culture 
diphtérique vivante diphtérique vivante diphtérique vivante 
dans la trachée. dans la trachée. dans la trachée. 
SUNVBANG  seA8 Pee Btn oi 21/IV. Mort. Sang sté-/21/IV. Mort. Sang sté- 
rile. Capsules surré- rile. Capsules sur- 
nales congestionnées. rénales congest. 


fut inoculé, ainsi qu’un cobaye témoin, avec une dose minima 
mortelle (4/10 culture) de bacilles diphtériques vivants dans 
Jes veines. Quarante-huit heures aprés, les 2 cobayes furent 
trouvés morts. 

La résistance consécutive 4 la vaccination par la voie tra- 
chéale n’est donc pas due aux anticorps; elle ne peut étre due 
qu’A une nouvelle propriété apparue au niveau de l’appareil 
pulmonaire, c’est-a-dire & l'immunité locale artificiellement 


acquise. 


366 ANNALES DE L°INSTITUT PASTEUR 


lil 


La voie trachéale offre un autre avantage, celui de permettre 
une production d’anticorps particulitrement abondante et beau- 
coup plus durable que celle que comporte la voie veineuse. 
Nous ne nous occuperons ici que des anticorps tuberculeux. 

Rappelons ce que nous avons écrit au début de cet article. 
Dans les cas d’injection d’antigénes liquides par la voie aérienne, 
tout se passe dans l’organisme comme si l'injection avait été 
faite directement dans le sang; ces antigénes traversent la mem- 
brane alvéolaire avec une rapidité telle que l’animal n’a pas le 
iemps de s’apercevoir dow ils lui arrivent : il réagit de la méme 
fagon, que les antigénes passent d’abord par la trachée, puis 
dans le sang, ou quils pénétrent d’emblée dans la circulation. 

L’animal réagit différemment en cas d’injection d’éléments 
figurés. 

Suivant leur degré de digestibilité, ces derniers sont retenus 
plus ou moins longtemps par le filtre alvéolaire. IL en résulte, 
premiérement, que l’organisme résiste mieux aux virus (para- 
typhique, diphtérique) par la voie respiratoire que par la voie 
veineuse; deuxi¢mement, l’élaboration des anticorps ne s’effec- 
tue pas de la méme fagon par les deux voies. Ainsi, pour ne 
citer que les bacilles paratyphiques B, nous avons pu nous 
assurer que, ala suite de linjection de ceux-ci dans la trachée, 
les anticorps agglutinants et préventifs persistent pendant des 
mois. (Cette question relative aux anticorps paralyphiques fait 
actuellement l'objet de recherches de notre collaborateur, le 
docteur Pfenninger). 

Rappelons que nous avons déja cherché autrefois & nous rendre 
compte, par la réaction de fixation, de ce qui se passe dans I’or- 
ganisme des lapins et des cobayes lorsqu’on leur inocule des 
bacilles tuberculeux vivants (1). Au cours des recherches ac- 
tuelles, nous ne nous sommes occupé que des bacilles twés et 
des tuberculines. 

Il est admis que les bacilles tués et surtout les tuberculines 
sont de mauvais producteurs d’anticorps. Il résulte de nos ex- 


(1) Voir le résumé de ces recherches dans larticle « Sérodiagnostic de la 
tuberculose », Paris Médical, 1° aout 1914. 
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périences que cela n’est vrai que pour certains bacilles et cer- 
taines tuberculines. Lorsqu’on dispose d’antigenes appropriés, 
tant pour injecter l’animal que pour faire la réaction de fixation, 
on ne manque jamais de constater des anticorps, et leur accrois- 
sement dans le sérum peut étre suivi avec la plus grande faci- 
lité. Afin de ne pas nous écarter du sujet, nous laisserons pour 
le moment de cété la question relative au choix de Vantigene, 
pour chercher seulement comment l’anima! réagit suivant 
qu'on lui administre l'antigeéne tuberculeux sous forme soluble, 
semi-soluble ou insoluble. 

L’antigéne soluble, ou tuberculine, injecté & des lapins dans 
le sang, donne lieu & peu d’anticorps; la réaction de fixation 
est aussi faible que fugace. Comme on devait s’y attendre, vu 
son état liquide, la tuberculine ne détermine guére plus de 
réaction par la voie aérienne que par la voie sanguine. 

L’antigéne demi-soluble, que nous obtenons par dessiccation 
de la tuberculine, donne naissance 4 des anticorps faciles a ré- 
véler par la réaction de Bordet-Gengou. Celle-ci devient trés 
nette vers le dixiéme jour et se maintient, en moyenne, pendant 
un mois. On observe peu de différence, que l’injection de 
Vantigéne ait élé faite par la voie sanguine ou aérienne. 

Mais ot les anticorps apparaissent avec une abondance toute 
particuliére, c'est dans les cas d’injection d’antigéne insoluble, 
c’est-a-dire de bacilles tuberculeux. 

Les bacilles sur lesquels ont porté nos expériences prove- 
naient de milieux différents: bouillon glycériné, pomme de terre 
elycérinée, milieu 4 l’euf. Les injections aux lapins étaient faites 
deux fois, 4 5-8 jours d’intervalle, aux uns dans la trachée, aux 
aulres dans la veine marginale de Voreille. Tous les dix jours 
environ les lapins étaient saignés, et leurs sérums examinés au 
point de vue de leur capacité de fixer l’alexine en présence de 
plusieurs antigénes. Disons de suite que la fixation la meilleure 
a été obtenue avec la culture agée de huit & dix jours en milieu 
a lceuf. Nous faisons grace au lecteur des détails de ces longues 
et minutieuses expériences; nous aurons d’ailleurs 4 y revenir. 
En voici le sens général. 

Quelle que soit la provenance des bacilles, Jeur injection 
dans le sang provoque une succession de phénoménes inva- 
riable. Pendant les huit-dix premiers jours on n’apercoit dans 
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le sérum aucun changement appréciable. Apparue vers le 
dixiame jour, la réaction de fixation devient trés prononcée 
(15-20 unités de Calmette, en moyenne) vers le quinziéme jour. 
Elle se maintient & ce niveau pendant un mois. Vers le qua- 
rante-cinquidme jour elle commence a baisser pour disparaitre 
complatement vers le soixantiéme jour. Chez plusieurs lapins, 
la période de la réaction n’a duré en tout qu'un mois environ. 

Le tableau est tout autre chez les animaux — lapins ou 
cobayes — injectés dans la trachée. Faisons remarquer que les 
injections de bacilles tuberculeux tués sont trés bien tolérées 
par la voie respiratoire. Nous en avons introduit dans la trachée 
jusqu’aé une culture entiére en boite de Roux (dans 4 cent. cubes) 
sans provoquer de géne respiratoire appréciable. 

Ce qui caractérise la réaction de fixation chez ces animaux, 
injectés dans la trachée, c’est son intensité et sa persistance. 
Lorsqu’on fait usage — pour injections intratrachéales — de 
bacilles agés de plus de six semaines, provenant des milieux 
glycérinés (bouillon et pomme de terre), la réaction de fixation 
peut étre constatée dans le sérum pendant deux mois en moyenne. 
Mais c’est surtout lorsqu’on fait usage de corps de bacilles 
jeunes, agés de dix jours au plus, provenant du milieu au jaune 
d’ceuf, que la réaction se montre d’une intensité et d’une persis- 
tance tout 4 fait imprévues. A Vheure ot nous écrivons, il s’est 
écoulé plus de six mois depuis que nous fimes a un de nos lapins 
la seconde injection de bacilles tuberculeux dans la trachée; il 
n’en continue pas moins de fixer l’alexine & un degré trés élevé. 
Jamais, au cours de nos recherches sur d’autres microbes, il ne 
nous fut donné d’assister & une production d’anticorps aussi 
abondante et surtout aussi durable. 

Que signifient ces anticorps? 

Sont-ils lexpression de limmunité générale acquise a la 
suite de l’injection trachéale? S’établit-il en méme temps une 
immunité locale pulmonaire? Faut-il considérer ces anticorps 
plutét comme des témoins des réactions cellulaires contre les 
produits toxiques excrétés par les bacilles (1)? 

I] appartient a l’avenir de nous le dire. 


(1) A. Catmerre, L’infection bacillaire et la tuberculose chez ’homme et les 
animaux. Masson, 1920, p. 509. 
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En résumé : 


L’appareil pulmonaire est impuissant & empécher les toxines 
et les poisons solubles de pénétrer rapidement dans la circu- 
lation générale; il oppose, en revanche, une barriére solide a la 
pénétration de virus figurés. 

En mettant en regard, d'une part, la résistance de l’animal & 
inoculation dans la trachée et, d’autre part, celle qu’il présente 
lors de inoculation du méme virus dans les veines, on se rend 
compte de l’importance de la barriére pulmonaire. 

La solidité de cette derniére peut étre évaluée en chiffres pour 
peu que l’on rapproche les effets de l'inoculation dans la trachée 
chez l’animal normal et chez l’animal sensibilisé. Il résulte de 
ce rapprochement que la barriére pulmonaire, lorsqu’elle est 
intacle, vaut a l’animal l’avantage de résister & la dose de virus 
50 fois supérieure a celle qui tue animal privé de sa défense 
pulmonaire. Ce chiffre donne Vidée de la part de contribution 
que l'appareil respiratoire apporte & l’organisme pour assurer 
son immunité naturelle. 

Cette part de contribution est susceptible d’étre accrue artifi- 
ciellement : en portant des vaccins directement au niveau de 
Yappareil respiratoire, on peut exaller la résistance naturelle, 
on peut créer une immunité artificielle locale. 

Les corps des bacilles tuberculeux sont tolérés par la voie 
aérienne & des doses massives et répétées. Cette immunité 
naturelle locale est-elle susceptible d’étre exaltée par des injec- 
tions intratrachéales répétées? Nous ne saurions le dire pour le 
moment; mais, ce que nous pouvons affirmer, c’esl que les in- 
jections de bacilles tuberculeux par la voie trachéale donnent 
naissance a des anticorps beaucoup plus abondants et beaucoup 
plus persistants que ceux que l’on obtient par n’importe quel 
autre mode d’inoculation. 


En terminant, nous tenons a remercier notre préparateur 
M. Pierre Laval de son aide aussi dévouée que précieuse. 


DE LA PATHOGENIE DU CHOLERA 


TROISIBME MEMOIRE 


LE PROTEIDE DU VIBRION§CHOLERIQUE 


par le Prof. G. SANARELLI, 


Directeur de }'Institut d’Hygitne de ’Université de Rome. D 


Pauvreté de nos connaissances sur la nature 
et sur le mode d’action du « poison cholérique ». 


Nous avons vu, dans le mémoire précédent, qu’a l’autopsie 
des cobayes morts de ce quwon appelle la « péritonite choléri- 
que», ni les tableaux bactériologiques de la sérosité périlonéale 
ni les cullures du sang ne suffisent a expliquer la cause de la 
mort. 

C'est pourquoi beaucoup d’auteurs ont pensé a la possibilité 
d’une intoxication générale plutot qu’a lévolution d’un pro- 
cessus hactérien local. Et comme on attribue généralement au 
choléra de homme le caractére d’une intoxication, la plupart 
des auteurs ont été amenés & envisager également le processus 
péritonéal des cobayes. 

Mais les études faites jJusquici sur la toxine des vibrions 
n’ont pas apporté un appui trés convaincant 4 celte maniére 
de voir. 

Malgré les recherches de nombreux auteurs sur la nature 
et sur laction du poison cholérique, il regne encore a ce 
sujel une grande incertitude. 

On a cru longtemps que le poison cholérique était complé- 
tement lié au corps méme des vibrions et que, seule, la mort 
des vibrions pouvait l’en séparer (Cantani, Gamaleia, Pfeiffer). 

Le pouvoir toxigéne des vibrions a méme été fortement 
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contesté, surtout par Pfeiffer et ses éléves. Kraus (1) a été 
jusqu’a affirmer qu'il faut regarder comme non cholérigéne le 
vibrion capable de produire un poison soluble! 

Mais, plus tard, le travail de Ransom (2), et plus spéciale- 
ment, les travaux successifs de Metchnikoff, Roux et Salim- 
beni (3), de Brau et Denier (4) ont mis hors de doutel’existence 
dun « poison cholérique », soluble et diffusible, produit par 
les vibrions vivants. 

Ce poison soluble n’est pas cependant assez actif pour que 
l'on puisse le comparer, méme de loin, & celui qu’élaborent 
des agents de maladies incontestablement toxiques, et pour 
justifier la violence imposante et caractéristique de la sympto- 
matologie cholérique. 

A part la question préjudicielle que lon pourrait poser dés 
maintenant, a savoir si le « poison du choléra » doit étre 
identifié avec la substance ou les substances toxiques tirées 
des cultures des vibrions cholériques, il est 4 croire que tout 
le désaccord entre ceux qui admettent et ceux qui nient la 
production d'un poison vibrionien soluble se réduit & une 
question de forme plutét que de fait. 

De fait, & cOté de vibrions dont la toxicité trés élevée est 
tenacement liée au protoplasme bactérien, comme le vibrion 
désormais fameux de « Massaouah », avec lequel Pfeiffer (5) a 
effectué ses expériences bien connues sur le « poison du 
choléra », il existe d'autres vibrions, comme celui de « Nasik » 
éludié par R. Kraus (6), comme celui de la « Prusse Orientale » 
étudié par Metchnikoff, Roux et Salimbeni (7) comme ceux 
d’« El Tor », éludiés par Kraus et Pibram (8), comme celui 
de « Saigon », étudié par Brau et Denier (9) qui, méme dans 


(1) Ueber Choleravibrionen und verwandle Vibrionen. Centr. fiir Bakler., 
1906, Beilage zu 38, p. S86. 

(2) Choleragift und Choleraantitoxin. Deulsche. med, Woch., 1895, p. 457. 

(3) Toxine et antitoxine cholériques. Ces Annales, 1896, p. 257. 

(4) Recherches sur la toxine et l’antitoxine cholériques. Ces Annales, 1906, 
Ne waykeie 
(5) Untersuchungen iitber Choleragitt. Zeilschr. f. Hygiene, 1892, 44, p. 393. 

(6) Ueber ein akut wirkendes Bakterientoxin. Centralbl. f Bakter., 1903, 
34, p. 488. : 

(7) Loc. cit. ' A 

(8) Zur Frage der Toxinbildung des Choleravibrio. Wiener. klin. W och., 
1905, p. 999. 

(9) Loe. ett. 
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les cultures en bouillon, donnent des produits solubles plus ou 
moins actifs, surtout si on a exalté au maximum la virulence 
des vibrions. 

Mais comme, dans un cas et dans l'autre, on se trouve 
toujours en face de produits toxiques qui résistent a la tempé- 
rature de 100°, il est évident que leur principe actif, probable- 
ment analogue, ne peut étre comparé aux exotoxines bacté- 
riennes, comme celles de la diphtérie, du tétanos, etc., ni aux - 
phytotoxines comme la ricine, l’abrine, etc. 

Il s'agit done d’antigénes protéiniques trés complexes, c'est 
a-dire d’endotoxines, qui se prétent bien & la préparation 
d’excellents sérums antibactériens, mais qui sont peu propres a 
la production d’antitoxines véritables. 

C’est peut-étre aussi pour cela que, jusquici, malgré 
tous les efforts possibles, on n’a pas réussi 4 obtenir un 
sérum antivibrionien doué de propriétés antitoxiques satis- 
faisantes. 

En tout cas, afin d’établir plus strement les causes de la 
mort dans la « péritonite cholérique » des cobayes, il était 
nécessaire de compléter les recherches précédentes par l'étude 
un peu plus exacte de ces endotoxines. 


I 


Le protéide vibrionien : 
préparation, nature et action toxique. 


Nous avons déja dit que la toxicité du vibrion de l’Isonzo 
nest pas trés élevée. . 

Celle de ses cultures en bouillon filtré est presque insi- 
gnifiante. 

Je n’ai pas cru nécessaire d’exalter la virulence initiale de 
ce microbe. 

On sait que le pouvoir toxigéne d’un vibrion n’est pas en 
rapport avec la gravité de l’attaque cholérique qu’il a déter- 
minée. Il n’est pas rare, en effet, d’isoler des vibrions trés 
toxiques dans des cas de choléra bénins, tandis que dans des cas 
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de choléra trés graves on n’isole parfois que des vibrions peu 
actifs (1). 

Metchnikoff (2) a obseryé que la réceptivité de homme 
pour le choléra n’a aucun rapport constant avec la virulence 
du vibrion & l’égard des animaux de laboratoire. 

Kruse (3) a remarqué également que lexaltation de la viru- 
lence des cultures vibrioniennes n’en augmente pas la toxicité. 

J’ai au contraire cherché & expérimenter sur les cobayes et 
sur les lapins la seule action toxique du vibrion, en me 
rapprochant autant que possible des conditions ow cette action 
semble pouvoir se manifester dans l’évolution du processus 
péritonéal. 

Dans ce but, j'ai essayé sur les animaux des cultures 
développées sur gélose, puis tuées & 56°, mais plus spéciale- 
ment des cultures développées également sur gélose, puis 
solubilisées sans les chauffer, par une méthode facile de 
bactériolyse quaprés plusieurs essais j’ai trouvée la plus 
propre et la plus recommandable pour obtenir le protéide 
cholérique, aussi analogue que possible a celui qu’on suppose 
pouvoir se former dans la cavilé péritonéale du cobaye, a la 
suite de l’action dissolvante de la cytase sur le corps des vibrions. 

L’absorption d’un poison protéinique rendu soluble sans 
Vintervention de températures élevées et d’énergiques réactifs 
chimiques aurait dt: étre jugée plus facile et plus rapide, et 
son action sur l’organisme plus proche de celle causée par les 
mémes microbes viyants. 


Mode de préparation. 


Une culture de vibrions de vingt-quatre heures, sur gélose 
a 37°, est émulsionnée dans 9 cent. cubes d’une solution de 
carbonate de soude a 0,1 p. 100; on y ajoute 1 cent. cube 
d’une solution de pancréatine 41 p. 100; on verse dans le tube 
4 4 5 gouttes de toluene, on agite fortement et on place dans 
Pétuve a37’. 


(1) Satimeenr, Vaccination et sérothérapie anticholériques. Médicaments micro- 
biens, Paris, Ed. Bailliére, 1912, p. 418. 

(2) Recherches sur le choléra et les vibrions. Ces Annales, 4° Mémoire, 
1894, p. 538. 

(3) Allgemeine Mikrobiologie. Leipzig, 1910, p. 932. 
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Le lendemain on constate que le toluene s’est évaporé et 
que |’émulsion vibrionienne s'est transformée en 10 cent. cubes 
de liquide trés transparent d’aspect légerement opalin, d’une 
densité ressemblant & celle d'une faible solution mucila- 
gineuse. 

Tous les vibrions, préalablement tués par le toluéne, sont 
attaqués et dissous en vingl-quatre heures par la pancréatine. 
Le ferment pancréatique est incapable de dissoudre les vibrions 
vivants. 

L’examen microscopique du liquide, desséché sur lamelle 
et coloré par la fuchsine phéniquée, montre senlement un 
réseau trés fin de substance muqueuse et une poussiére chro- 
matique trés ténue, résidu de la dissolution des corps bactériens. 

A Vexamen avec l’ultra-microscope, on n’apergoit que de 
pales et rares taches, 4 peine visibles, et quelques micelles 
granulaires trés ténues et immobiles. 

La facilité avec laquelle on peut préparer jour par jour de 
grandes quantités de ces tubes de protéide vibrionien dissous 
rend aisée son étude chimique et son expérimentation sur les 
animaux. 

Dans ces expériences, on peut considérer comme négli- 
geables les trés faibles quantités de pancréatine (0 gr. 01) et de 
carbonate de soude (0 gr. 001) présentes dans chaque tube 
contenant une culture entiére de vibrions dissoute dans 
40 cent. cubes de liquide alcalin. La pancréatine est notoire- 
ment inoffensive, méme si on linjecte dans les veines & de 
trés fortes doses. Un cobaye de 300 grammes supporte, sans 
éprouver aucun trouble, injection endoveineuse d’une dose de 
pancréatine cent fois plus forle (1 gr.) que celle indiquée ci- 
dessus! 

D'autre part, le traitement qu’on fait subir aux corps 
bactériens par cetle simple et inoffensive méthode de bacté- 
riolyse est infiniment préférable au traitement employé cou- 
ramment, proposé par Bichner (1) dés 1890, pour la prépara- 
tion de sa « Bakterienproteine » et, plus tard, adopté par 


(1) Die Bakterienproteine und deren Beziehung zur Entzindung und 
Hiterung. Cenlralblatt f. Chirurgie, 1890, n° 50. Voir également: Kraus et Leva- 
DITI, Handbuch der Technik und Methodik der Immunititsforschung. lena 
1908, p. 373. 
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(autres auteurs dans la préparation de ce qu’on appelle les 
« nucléo-protéides » du protoplasme de différents microbes 
pathogénes. On sait que cette méthode, tres brutale, implique 
le contact des corps bactériens avec des solutions relativement 
tres fortes et peut-étre pas inoffensives, de soude caustique 
(1 p. 100), et exige la neutralisation par l’acide acétique ete. 


Proprietés physico-chimiques. 


La substance complexe constituant le corps des vibrions, 
dissoute par le procédé susdit, se trouve dans le liquide sous sa 
forme colloidale. 

Elle précipite, en effet, par l’alcool et Je sulfate d’ammo- 
niaque, jusqu’a ce quelle en soit saturée. Ces deux propriétés 
appartiennent aux colloides ou pseudo-solutions, non aux solu- 
tions vraies et moléculaires. 

Elles appartiennent, en outre, aux colloides biophiles comme 
les organiques, parce qu’elles ne se séparent de la solution que 
quand l’alcool et le sulfate d’ammoniaque ont atteint une con- 
centration trés élevée de facon a les déshydrater et & rendre 
possibles les concentrations micellaires. 

Quant a la nature chimique du poison vibrionien, je dirai 
que, séparé au moyen du sulfate d’ammoniaque, recueilli sur 
filtre et lavé soigneusement avec une solution saturée de sulfate 
dammoniaque, afin d'éliminer les substances étrangéres, il 
révele la présence du phosphore; hydraté avec de l’acide sul- 
furique, il donne des bases puriniques qui ‘se révélent par le 
nitrate d'argent. 

Tout fait donc penser que le protéide vibrionien, obtenu 
par la méthode susdite, se trouve, comme toules les substances 
congénéres, & l'état de solution colloidale. 

Ktcomme ce proléide, expérimenté sur les animaux, démontre, 
ainsi que nous le verrons plus loin, qu'il a conservé toutes ses 
propriétés antigenes spécifiques et son pouvoir toxique, il faut 
croire que l'action de la pancréatine sur le protoplasme des 
vibrions morts, dans un milieu alcalin, se manifeste en dissol- 
vant simplement lesparois cellulaires des vibrionset en mettant 
en liberté, intact, le protéide qui contient la vérilable substance 
toxique. 
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Pouvoir antigéne. 


Ce qu'il y avait de plus important, c’était de vérifier que les 
corps des vibrions dissous par la digestion pancréatique 
n’avaient pas perdu leur pouvoir antigéne ni subi sensiblement 
de modifications dans ce pouvoir. 

La maniére pratiquement Ja plus simple de s’en rendre 
compte, c’était d’employer les cultures digérées, dans l’immu- 
nisation des animaux, en essayant de temps en temps le degré 
du pouvoir agglutinant atteint par le sérum de sang de ces 
animaux. 

Dans ce but, je choisis un cerlain nombre de robustes lapins 
adultes et jen formai trois groupes. 

Aux lapins du premier groupe, on pratiqua des injections 
périodiques sous-cutanées de cultures dissoutes par la pancréa- 
tine; & ceux du deuxiéme groupe, des injections sous-cutanées 
de cultures dissoutes par la pancréatine, puis chauffées pendant 
une demi-heure 4 56°; & ceux du troisiéme groupe (témoins), des 
injections sous-cutanées de cultures sur gélose de vingt-quatre 
heures reprises avec une solution physiologique et chauffées 
simplement & 56°. 

Les injections étaient faites & la dose d’une culture, digérée 
ou non, tous les deux jours. 

Sauf de légéres et transitoires diminutions de poids, les lapins 
supportent généralement trés bien ces injections et pendant 
plusieurs mois de suite. 

Les tableaux qui suivent donneront une idée comparative 
des résultats obtenus. 


4et GRroupE. — Lapins inoculés sous la peau avec cultures de vibrions 
dissous par la pancréatine. 


LAPIN N° 32. — 1 xiLo6rR. 400 LAPIN N° 34. — 1 kiLoGr. 530 
a ee ee ra nen ee 
Pouvoir apent Pouvoir | Coe 
Journées Pe ere: Variations Journées 3 Variations 
de traitement ee du poids de traitement peeluyinant du poid 
u sérum du sérum poids 
kilogr. kilogr. 
ge 4: 200 4,300 10¢ 4: 100 1,500 
A7e 1: 1000 4,300 16e 1: 800 1,650 
23e 1: 800 1,450 40e 14: 1000 1,730 
47° 4: 1000 4,500 63¢ 4: 500 1,780 
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LAPIN N° 39, — 1 kKILOGR. 310 
a a ane a 
Pouvoir 
agelutinant 
du sérum 


Variations 
du poids 


Journées 
de traitement 


ES | (RNS | ee 


kilogr. 
4,320 
1,350 
1,410 
41,500 


8° : 600 
14e : 600 
38° : 1000 
62 A450 
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LAPIN N° 40. — 1 KILOGR. 350 
a 
Pouvoir 
agelutinant 
du sérum 


Journées 
de traitement 


Variations 
du poids 


kilogr. 
4,400 
1,420 
45530 


1: 200 
1: 600 
1: 1000 


2° GaourE. — Lapins inoculés sous la peau avec cultures de vibrions 
dissoutes par la pancréatine et chauffées pendant 30 minutes A 56°. 


LAPIN NO 27. — 4 KILOGR. 500 
a I a cea ea 


Journées Pouvoir Variations 
de traitement aeelalinent du poids 
du sérum 

kilogr. 

ge { : 200 1,400 

18e 1: 800 4,360 

24e 1 : 2500 4,550 

48e 1: 3000 4,720 

72e 4 211500 4,780 


LAPIN N° 28, — 1 KILOGR. 645 
ee 
Journées cane Variations 
de traitement aa en du poids. 

kilogr. 
ge 4: 200 1,380 
18e 4: 600 4,500 
23¢ 1: 600 1,230 
Mort de pneumonie dans la 23¢ jour- 
née. 


3° Groups. — Lapins inoculés sous la peau avec cultures de vibrions 
chauffés pendant 30 minutes 4 56° (témoins). 


SSE SES EST EES BS EL DE I IS OTE WSIS TEES IE LEP TE TE SE EI TTS ERPS NLT EST PR 


LAPIN N° 29. — 1 kiLoGr. 600 
No ee 
Journées ee Variations 
fogeg 1 ‘ 
# de traitement ate Sear du poids 
kilogr. 
ge 1s 400 4,550 
18e 1: 41000 1,600 
24¢ 4: 2500 4,620 
48° 1: 3000 41,680 


LAPIN N° 33. — 1 xiLoGr. 800 
a 


Journées 
de traitement 


Qe 
18e 
24° 
48° 


Pouvoir 
agglutinant 
du sérum 


1: 400 
1: 1000 
4: 1000 
1: 1000 


Variations 
du poids 


kilogr. 
1,700 
1,820 
1,780 
2,000 


L’examen de ces résultats, tout en confirmant le fait déja 
connu que les animaux ne réagissent pas d’une fagon uniforme 
aux injections de substances immunisantes, démontre cependant 
que le pouvoir antigéne des cultures vibrioniennes dissoutes 
par la pancréatine se manifeste fort bien. 


Lo 
ot 
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En certains cas, il peut amener dans le sérum du sang des 
lapins l'apparition d’agglutinines spécifiques, dans une mesure 
supérieure & celle obtenue dans le sérum des lapins vaccinés 
par la méthode usuelle, c’est-a-dire avec des cultures vibrio- 
niennes simplement chauffées. 

Le haut degré de pouvoir agglutinant atteint par le sérum du 
lapin n° 27 prouve en outre que les cultures vibrioniennes 
dissoutes par la pancréatine, méme si on les chauffe & 56°, 
peuvent conserver le méme pouvoir antigéne des cultures 
vibrioniennes intactes, simplement chauffées. 

Ces résultats autorisent & supposer que méme le protéide 
contenu dans les cultures digérées, chauffé ou non, peut n’étre’ 
pas substantiellement différent du protéide présent dans les 
cultures simplement reprises avev une solution physiologique 
et chauffées a 56°. 


Action toxique. 


On sait que Vendotoxine des vibrions est trés stable. Les 
vibrions conservent leur toxicité intacte, méme si on les sou- 
met pendant 10-20 heures de suite a la digestion peptique et 
pancréatique. 

Les expériences de Ch. Sluyts (1) ont, en effet, démontré 
que les cultures vibrioniennes soumises a une digestion pan- 
créatique prolongée dans une solution de carbonale de soude dix 
fois plus forte que celle que }’ai employée, c’est-a-direa 1 p.100, 
ne modifient nullement leur pouvoir toxique envers Jes lapins 
et les chiens. 

J'ai voulu expérimenter l’action toxique de ces cultures 
vibrioniennes solubilisées par la pancréatine, sur les cobayes et 
les lapins, par voie sous-cutanée, péritonéale et endo-veineuse. 


Experiences sur les cobayes. 


Les injections sous-cutanées sont tolérées, méme & de fortes 
doses, et ne donnent lieu & aucune manifestation morbide 
générale digne de remarque. 


(1) Etudes sur les propriétés du poison du choléra asiatique. La Cellule, 
4894, 40, p. 187. 
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Les injections péritonéales sont également tolérées en grandes 
quantités. Des cobayes pesant 320-350 grammes peuvent rece- 
voir dans le péritoine, en une seule fois, sans présenter aucune 
variation de poids, 4 et méme 5 cultures solubilisées, c’est-a- 
dire 40-50 cent. cubes de protéide toxique. Un cobaye de 320 er. 
a supporté impunément, dans l’espace de cinq jours, deux 
injections de 5 cultures solubilisées: c’est-a-dire 100 cent. cubes 
de liquide toxique. Tué sept jours aprés la deuxidme injection, 
on a constaté que son poids, depuis le jour de la premiere injec- 
tion, avait augmenté de 40 grammes! Dans le péritoine, on lui 
trouva les signes d’une légere péritonite chronique diffuse: 
lépiploon était épaissi et adhérent A la surface du foie; le faible 
exsudat péritonéal était riche en grands leucocytes mono- 
nucléaires. 

Kn somme, ces injections n’offrent pas de résultats différents 
de ceux qu on obtient en injectant dans le péritoine des cobayes 
des solutions au 2 p. 100 de nucléinate de soude (acide nucléi- 
nique) du commerce. 

Ces expériences ne jettent donc aucune lumiére sur le méca- 
nisme de la prétendue intoxication vibrionienne chez les 
cobayes. 

Quoique l’absorption du liquide injecté dans la cavilé péri- 
tonéale des cobayes s'effectue récllement etavec elle — comme 
on peut le conslater parle degré du pouvoir agelutinant acquis 
par le sérum — s’opére aussi le passage dans le sang des prin- 
cipes spécifiques, c’est un fait que l’aclion toxique générale ne 
se manifeste d’aucune facon, pas méme par une légére diminu- 
tion du poids de l’animal. 

Puisque, comme nous allons le voir, les cultures vibrioniennes 
dissoutes par la pancréatine possédent, au contraire, une action 
toxique réelle et considérable, on pourrait croire que le protéide 
des vibrions, injecté dans la cavilé péritonéale, aprés avoir 
été absorbé, se neutralise en grande partie dans le foie. 

Mais, bien plus vraisemblable parait l’idée d’une action atté- 
nuatrice exercée par |’épiploon. 

On sail que les cavités séreuses, quoique douées d’un pouvoir 
absorbant presque égal & celui des veines, sont susceptibles, 
dans une cerlaine mesure, de diminuer la toxicilé des produits 
injectés. 
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Les expériences de Giurianna (1), de Pirone (2) et de Cioffi (3) 
tendraient a attribuer ce véritable pouvoir antitoxique & l’action 
protectrice de I’épiploon. 

Une expérience de Cioffi est assez probante & cet égard. 

Injectant, dans les veines d'un lapin, du sérum de veau, il 
constate que la mort survient en peu de temps. Or la méme 
quantité du méme sérum, injectée dans le péritoine d’un lapin 
d’un poils inférieur au premier, est compatible avec une longue 
survie. 

Tout autres sont les résultats que fournissent les injections 
endoveineuses failes dans les jugulaires. 

On pourra en juger par la lecture des protocoles de ces 
trois expériences, qui sont démonstratives. 


PREMIMmRE EXPERIENCE. — Cobaye A de 360 grammes, 31 vibrions, 20 heures. 
Injection endoveineuse de 1 culture cholérique solubilisée. 

L’injection ne donne lieu 4 aucun accident immédiat; une heure aprés, 
lanimal est en hypothermie et manifeste un fort météorisme; l’abdomen est 
sensible. A 21 h. 30, la température rectale est descendue a 33°; a 23 h. 30, 
elle est descendue encore 4a 32’. 

Le lendemain matin, le cobaye est abattu, sa température rectale ne 
dépasse pas 32°. Il meurt en collapsus a 17 heures, c’est-a-dire 2/ heures 
aprés linjection du protéide cholérique. 

Autopsie (exécutée aussitdt). 

Abondant transsudat séreux dans le péritoine. L’examen de ce transsudat 
révéle une assez forte quantité de leucocytes et divers globules rouges. La 
muqueuse gastrique est tachée de points noiradtres qui correspondent a des 
hémorragies capillaires et a de pelites érosions de la muqueuse. Toutes les 
anses intestinales sont rouges, arborisées, fortement hyperhémiques. La 
paroi et la muqueuse de l’intestin gréle est couleur lie de vin, le contenu est 
diarrhéique et trés riche en leucocytes et en cellules épithéliales desqua- 
mées. L’iléum aussi est tres rouge et hyperhémique. Le cecum est égale- 
ment hyperhémique et ses plaques lymphatiques paraissent grossies. La 
membrane mésentérique, ou sont distribuées les acini de la glande pancréa- 
tique, parait énormément cedémateuse. Les glandes mésentériques sont 
rouges et hémorragiques. Vaible transsudat séreux dans les plévres. OEdéme 
répandu autour de la glande thymus. Vessie urinaire contractée et vide. 
Capsules surrénales hyperhémiques. Rate normale. 

Les ensemencements du sang et du péritoine restent stériles. 


Deuxtime EXPERIENCE. — Cobaye B de 320 grammes, 24 vibrions, 10 heures. 
Injection endoveineuse de deux cultures cholériques solubilisées. 


(1) Sulle fungioni del grande epiploon. Giorn. Intern. d. Sc. Med. 19041 
nes 44-45. J 

(2) Sulla fisiopatologia del grande epiploon. La Riforma medica, 1908, p. 8. 

(3) Nuove ricerche sulla funzione protettiva dell’epiploon. Ibidem, p. 566 
etrodo. 
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A 15 heures, lanimal est trés abattu, présente une trés vive sensibilité 
abdominale et de lhypothermie. I! meurt en collapsus & 21 heures, c’est- 
a-dire 11 heures apres l'injection du protéide. 

Autopsie (exécutée aussitot). 

Faible quantité de liquide séreux hématique dans le péritoine. Les acini 
de la glande pancréatique paraissent immergés dans une imposante infiltra- 
tion odémateuse de la membrane mésentérique. L’estomac présente une 
forte sécrétion catarrhale. Toutes les anses intestinales sont trés conges- 
tionnées, hémorragiques, avec un contenu diarrhéique plein de lambeaux et 
de blocs de muqueuse épithéliale desquamée. Le jéjunum est plus particu- 
liérement atteint : sa couleur est lie de vin; sa muqueuse est tuméfiée et 
cedémateuse ; ses plaques de Peyer sont grossies et couleur lie de vin; son 
contenu épais et de couleur brunatre présente beaucoup de globules rouges, 
de leucocytes, de lambeaux de muqueuse desquamée, de revétements de 
villosités, etc. Liiléon et le ceecum sont aussi de couleur rouge, hyperhé- 
miques et diarrhéiques. Vésicule biliaire A moitié vide avec liquide biliaire 
plein d’éléments épithéliaux desquamés. Capsules surrénales injectées. Vessie 
urinaire complétement rétractée et vide. Rate petite, un peu plus rouge que 
normalement. 

Les ensemencements du sang et du péritoine restent stériles; ceux du 
contenu intestinal révélent une notable augmentation de streptocoques et de 
B. colt. 


TROISIEME EXPERIENCE. — Cobaye C de 380 grammes, 29 vibrions, 10 heures. 
Injection endoveineuse de trois cultures cholériques solubilisées. Une heure 
apres l’injection, la température rectale est descendue de 39°5 a 33°; l’'animal 
est trés abattu, présente du météorisme et une forte sensibilité abdominale. 
Ces symptomes s’aggravent progressivement jusqu’é la mort, qui arrive a 
47 heures, c’est-a-dire 7 heures aprés Vinjection de protéide. 

Autopsie (exécutée aussitot). 

Faible sérosité sanguinolente dans la cavité péritonéale. Les acini de la 
glande pancréatique sont enveloppés, comme d’habitude, du curieux cedéme 
gélatineux. Tableau abdominal imposant : toutes les anses intestinales sont 
hyperhémiques, flasques et diarrhéiques, sur certains points, de couleur 
rosé et brunatre. Leur contenu est fluide, muqueux ou diarrhéique, plein 
d’éléments épithéliaux et de leucocytes. La muqueuse gastrique est égale- 
ment tuméfiée, cedémateuse, parsemée d’hémorragies punctiformes et de 
véritables pétéchies. On trouve, en somme, tous les signes d’une gastro- 
entérite trés aigué. L’épiploon et l'utérus sont, eux aussi, congestionnés, 
rougis, eedémateux. La vésicule biliaire et la vessie urinaire sont contractées 
et vides. La rate est un peu plus rouge que normalement. 

Les ensemencements du péritoine et du sang restent stériles; ceux du 
contenu intestinal révélent une notable augmentation de colibacilles et la 
présence de nombreux streptocoques. 


Expériences sur les lapins. 


L’étude de l’action toxique exercée sur les lapins par le pro- 
téide des vibrions donne des résultats moins précis et moins 
constants que sur les cobayes. 
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Le tube digestif du lapin réagit toujours beaucoup moins 
que celui du cobaye, sous!’action de tous les poisons micro- 
biens, y compris celui du bacille virgule. 

Contrairement a ce qu’on a observé sur les cobayes, les 
injections endoveineuses qui, dans ces derniers animaux, 
provoquent des lésions anatomiques constantes, graves et 
significatives, ne donnent, chez les lapins, que des résultats 
peu précis. 

Souvent les animaux meurent vite, presque d'une facon fou- 
droyante, en présentant des lésions générales importantes, mais 
imputables & des phénoménes anaphylactiques. Nous aurons 
occasion de reyenir sur ces phénoménes. 

Quand la mort n’arrive pas d’une facon aussi soudaine, |’injec- 
tion endoveineuse du protéide, méme 4 dose égale, ne donne 
pas de résultats trés différents de ceux qu’on obtient aprés les 
injections dans le péritoine. 

Il m’a méme paru que, chez les lapins, contrairement a ce 
quise produit chez les cobayes, cette voie est préférable a celle 
des veines. Les effets des injections péritonéales m’ont semblé 
plus constants et plus démonstratils. 

Je dirai plus : les injections péritonéales de protéide en solu- 
tion colloidale sont, méme a dose égale, plus toxiques que 
les injections de cultures simplement tuées par la chaleur ou 
par le toluéne. 

La quantité de protéide vibrionien nécessaire pour tuer un 
lapin d’un poids moyen de 1200-1500 grammes est non seule- 
ment trés considérable, mais aussi inconstante. 

Sil’on injecte dans le péritoine d’un lapin 3-6 cultures cholé- 
riques solubilisées, l’animal, tout en ne présentant aucun symp- 
tome apparent, commence aussitét 4 diminuer de poids, cesse 
de manger et meurt apres 4-5 jours. 

A Vautopsie, on trouve tout l’appareil digestif plus ou 
moins lésé; l’estomac est réduit de volume et, en outre du faible 
résidu des aliments, contient beaucoup de liquide aqueux et 
beaucoup de mucosités. Toutes les anses intestinales, flasques 
et diarrhéiques, révélent les signes manifestes d’une entérite 
subaigué. Le cecum est également plus ou moins diarrhéique. 
L’urine contient un peu d'albumine. 

Le tableau bactériologique est intéressant : le sang, les or- 
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ganes et les cavités séreuses sont stériles, mais le contenu de 
Vintestin gréle — qui, chez les lapins normaux, est habituelle- 
ment trés pauvre en microbes — est ici transformé en une 
culture pure, trés abondante, de B. coli. 

A mesure qu'on diminue la dose du protéide, la survie des 
lapins augmente, tandis que les lésions de l'appareil digestif 
changent peu a peu de physionomie. 

L’injection de 4 cultures solubilisées entraine la mort des 
lapins au bout de 6 jours. 

Dans ces cas, l’'amaigrissement est plus accentué ; l’estomac 
est plus réduit de capacité et contient plus de liquide muqueux ; 
Jes parois de V’intestin paraissent plus flasques, plus atrophiées, 
plus remplies de mucosités et de détritus épithéliaux formant 
une espece de créme extraordinairement riche en B. colt. 
L'urine est toujours albumineuse. 

En injectant 3 cultures solubilisées, la mort arrive au bout 
de 8 jours. A cette période, l’amaigrissement est tres accentué 
et tout l'appareil digestif présente les signes d'une véritable 
cachexie intestinale: paleur presque cendrée de toutes les 
anses, des parois amincies, atrophiées, flasques, paralytiques, 
rendues presque transparentes, avec un contenu fluide et 
trouble, transformé en une culture pure de colibacilles. 
L’estomac présente encore un faible contenu alimentaire 
semi-liquide & réaction fortement acide. L’urine est albumi- 
neuse. 

En diminuant encore la dose et en la réduisant 4 2 cultures 
dissoutes seulement, le lapin, aprés un amaigrissement et un 
arrét de poids qui dure plusieurs semaines, survit généra- 
lement. 

Mais unlapin qui a recu cette méme dose, le 30 avril, estmort 
le 19 juillet, c’est-a-dire au bout de 84 jours. A l’autopsie, il 
présentait les signes d'une vérilable cachexie gastro-intestinale : 
estomac trés réduit de capacité avec uncontenu fluide de réac- 
tion acide; parois entériques incolores, paralytiques, extraordi- 
nairement amincies et presque transparentes, avec un con- 
tenu fluide, grisdtre, trés riche en 8. coli, urines albumi- 
neuses. 

L’intérét de ce cas a augmenté du fait que les cultures du 
sang et de la bile ont démontré la présence du B. coli. Dn 
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contenu intestinal, transformé en une culture pure de coliba- 
cilles, une invasion colibacillaire s' était déchainée! 

En résumé, chez les Japins aussi, le protéide du vibrion cho- 
lérique, absorbé lentement par le péritoine ou injecté dans les 
veines, finit par agir sur les parois du tube digestif. Méme quand 
Vinsuffisance de la dose ne provoque pas d’effets rapidement 
mortels, l’animal tombe certainement et gravement malade de 
gastro-entérite. Celle-ci, de état aigu, passe a ]’état chronique 
jusqu’a produire une véritable cachexie intestinale qui, tot ou 
tard, tue le lapin, non pas tant par intoxication lente que par la 
dénutrition progressive, causée par lincapacité fonctionnelle 
de l'appareil digestif déja abimé par le poison protéique. 

Dans les cas chroniques, le tableau peut finir par une inva- 
sion du B. colt. 

Ce microbe, dans lintestin gréle des lapins normaux, est, 
dordinaire, trés faiblement représenté. L’ensemencementd une 
anse normale de contenu entérique de lapin sain ne donne pas 
naissance & plus d’une ou de deux colonies de B. col. La 
méme quantité de matériel, prélevéedu contenu intestinal d’un 
lapin mort d’entérite chronique, au contraire, donne naissance 
a un nombre de colonies de B. coli qui varie de 5.000 a 
6.000! 

Cette prodigieuse multiplication est due aussi a l’altération 
de la fonction sécrétive des parois intestinales. 

On sail que, quoique dépourvue d’un véritable pouvoir bac- 
téricide, la sécrétion entérique normale du lapin constitue 
cependant un mauvais moyen de culture pour tous les mi- 
crobes (1). 

Mais, lorsque les parois intestinales sont atteintes, elles se 
desquament et souffrent, par suite d’altérations fonctionnelles, 
toute la masse fluide du détritus cellulaire qui en forme le 
contenu se transforme en une culture de B, coli. 

Dans de telles conditions, invasion du B. coli dans le 
sang et dansles tissus peut se produire assez facilement. 


") Wottmann, Action de l’intestin gréle sur les microbes. Ces Annales, 1910, 
p. 807. 
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If 


Le protéide du vibrion cholérique n’exerce qu’« a tergo » 
une action toxique élective sur la muqueuse digestive 


De l'ensemble de ces expériences il résulte nettement que le 
protéide du vibrion cholérique n’agit 6nergiquement que lors- 
qu’on l’introduit aussitot dans la circulation générale. 

Dans ce cas, son action se manifeste, d’une facon élective et 
violente, sur les parois du canal digestif en produisant, spécia- 
lement chez les cobayes, une gastro-entérite aigué, desquama- 
tive, accompagnée de faits congestifs généraux, d’cedémes loca- 
lisés, de météorisme et de sensibilité abdominale, d’hypo- 
thermie et de collapsus. 

La dose mortelle de vibrions dissous, injectée dansles veines, 
correspond a peu prés & la dose mortelle d’une culture vivante 
injectée dans la cavité péritonéale. 

Ainsi, en employant des cobayes d’un poids moindre 
(290 grammes), avec Vinjection endoveineuse d’une culture 
solubilisée tout entiére, on obtient la mort en 5-6 heures. 

Les altérations anatomiques que l’on trouve & lautopsie sont 
d’autant plus graves que la quantité du protéide injecté a été 
plus élevée et que, par conséquent, Vévolution du processus 
toxique a été plus rapide. 

Le tableau général de cette intoxication ne différe pas fonda- 
mentalement de celui d’autres processus toxiques produits par 
des endotoxines bactériennes, mais les trés graves Iésions pro- 
duites, surtout dans la muqueuse gastro-intestinale, prouvent 
que le poison du vibrion cholérique agit sur cette muqueuse: 
soit que celle-ci présente une sensibilité particuliére envers 
laction du protéide, soit que — ce qui parait plus probable — 
Vélimination du protéide par Vorganisme s’effectue par 
Vémonctoire intestinal. 

On sait d’ailleurs que la muqueuse intestinale conslitue une 
surface d’excrétion, a travers laquelle | organisme élimine beau- 
coup de substances qui neprennent pas part ala crase sanguine 
et qui pourraient, d’une facon oude l’autre, nuire & l'économie. 

Nombreux sont les remédes qui s’éliminent par l’intestin, 
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méme s’ils ont été introduits dans l’organisme par vole paren- 
térale. Exemples classiques, bien connusde tous les pharmaco- 
logistes : le mercure, le plomb, le cuivre, l’arsenic, le manga- 
nese, le fer, le calcium, le bismuth, l’acide oxalique, le glucose, 
Vurée, etc. 

La méme chose se produit pour les alcaloides. La morphine, 
injectée sous la peau, est éliminée par la voie intestinale, dans 
la proportion de 60-70 p. 100. Langer (1) a démontré que la 
curarine, la toxine diphtérique et les éthéro-albumines s élimi- 
nent & travers la muqueuse intestinale. Luciani (2) affirme que 
Ja plus grande partie de Vazote fécal est représentée, non par 
des substances protéiques inabsorbées, mais par des matiéres 
protéiques expulsées par la méme muqueuse intestinale. 

Pourles poisons microbiens, les travaux de Charrin (3) ont 
démontré depuis longtemps que les produits toxiques du bacille 
pyocyanique n’agissent qu’a travers la circulation générale, en 
produisant de graves altérations sur la muqueuse intestinale ; 
j'ai moi-méme (4) signalé les mémes effets relativement & la 
toxine typhique ; Denys et Van den Bergh (5)ont observé leméme 
phénoméne avec les produits toxiques du B. colt. 

En ce quiconcerne les microbesvivants, Pernice et Scagliosi (6) 
ont démontré, dés 1892, que le staphylocoque doré, le bacille du 
charhon, le Bacillus prodigiosus, le bacille pyocyanique et le 
Bacillus subtilis, inoculés sous la peau des animaux, s’éliminent 
réguligrement et abondamment, non seulement par la bile, 
Vurine, les séreuses, elc., mais aussi & travers la muqueuse 
intestinale. 

Une these récente de Richet fils (7) a résumé et développé a 
fond ces vues, en étendant les expériences 4 d’autres espdces 
microbiennes et en en tirant des déductions pathogénétiques 
extrémement importantes. 


(1) Die Ableitung auf den Darm in Lichte moderner pathologischer. 
Vorstellung. Zeitschr. fiir experiment. Path. und Therap., 1906, p. 694. 

(2) Fisiologia det ! Uomo. Torino, 4¢ édit., 2, chap. vr. 

(3) La maladie pyocyanique. Paris, 1889. 

(4) Etudes sur la fievre typhoide expérimentale. Ces Annales, 1892-1894. 

(5) Sur le mécanisme des symptomes gastro-intestinaux dans le choléra- 
nostras. Bull. de V Acad. royule de Méd. de Belgique, 1893. 

(6) Sulla eliminazione dei batteri del l!organismo. La Riforma medica, 1892, 
2. 1p. 258. 

(7) Etude clinique et expérimentale des entérites. Paris, 1912. 
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En conclusion, non seulement la surface intestinale élimine 
réguligrement des poisons inorganiques et organiques, des 
microbes, des protéines et des toxines, mais certains poisons, 
qui se montrent absolument inactifs quand ils sont mis en 
contact direct avec la surface muqueuse des voies digestives, 
deviennent délétéres, en produisant des effets phlogistiques, de 
la diarrhée, des destructions épithéliales, des ulcérations et des 
eschares, quand ils pénétrent dans le sang et atteignent les 
muqueuses indirectement, c’esl-a-dire & revers. 

Tel est précisément le cas du protéide du vibrion cholérique 
qui, évidemment, n’agit sur l’intestin que quand il réussit & 
pénétrer dans la circulation générale. 

Quant au mécanisme probable de celte élimination intes- 
tinale,; nous sommes aujourd’hui bien éclairés grace aux recher- 
ches expérimentales de Stassano (1). 

Cet auteur a démontré en effet que la diapédése des leuco- 
cytes & travers la muqueuse,et plus spécialement la muqueuse 
digestive, est un des principaux mécanismes par lesquels | éco- 
nomie se débarrasse des principes qui lui sont nuisibles ou 
simplement inutiles. 

Dans ce cas, les leucocytes fixent les substances, méme 
solubles, avec lesquelles ils sont mis en contact, puis se dirigent 
vers lintestin a travers lequel ils se déchargent, corps et 
biens ! 

C’est de cette fagon que se produit |’élimination intestinale 
des sels de mercure, de manganése, d’arsenic, etc., de la 
peptone, de la morphine, de la strychnine, de la ricine, 
etc. (2). 

Tout fait donc croire qu'un mécanisme analogue régle |’éli- 
mination intestinale des poisons microbiens et des bactéries 
elles-mémes. 

Ces notions nous mettent en état de mieux comprendre aussi 
le mode d'action des cultures cholériques tuées, quand on les 
injecte dans Je péritoine. 

Au début de ces recherches, j/ai fait allusion aux nom- 


(1) Sur le role des leucocytes dans l'élimination. C. R. Acad. des Sciences, 
1901, 433, p. 110. f 

(2) J. Cartes, Du role des leucocytes dans l’absorption et l’élimination des 
substances étrangéres a lorganisme. Paris, Vigot édit., 1904, p. 133. 
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breuses discussions doctrinales provoquées par le fait que, 
pour tuer les cobayes avec des cultures vibrioniennes mortes, 
il faut des doses multiples de celle qui suffit quand on emploie 
des vibrions vivants. 

On sait que, selon la thése de Pfeiffer (1), le « poison cholé- 
rique » contenu dans le corps bacillaire, vivant ou mort, une 
fois mis en liberté par l’action bactériolytique de la lymphe 
péritonéale, puis réabsorbé, agirait presque exclusivement sur 
les centres de la circulation et de la thermogénése. 

Mais, comme cette conception obligerait & admettre qu’il est 
absolument indifférent d’injecter dans le péritoine des cobayes 
la méme dose de culture vivante ou de culture morte, Pfeiffer, 
pour expliquer la nécessité d’augmenter la dose des vibrions 
morts, suppose que les vibrions vivants, dans un premier temps, 
se multiplient et que, par conséquent, il faut ce surplus de 
corps bacillaires (2). 

Aprés ce que nous avons vu et dit & propos des précédentes 
expériences, il faut entendre la chose d’une fagon bien diffé- 
rente. 

Le protéide du vibrion cholérique n’agit pas directement sur 
les centres circulatuires ou thermogénétiques, mais sur les 
parois intestinales. 

Lorsque, au lieu de l’introduire dans la cavité péritonéale, 
on injecte le protéide dans Jes veines, la dose minima mortelle 
requise n’est plus un multiple, mais correspond & peu prés a 
celle d’une culture vivante. 

Par conséquent, si l’injection péritonéale de vibrions morts 
exige des doses plus fortes, cela est di & ce que l’absorption 
du protéide a travers la séreuse abdominale des cobayes 
s’effectue, comme on l’a vu, & cause de l’action protectrice ou 
antitoxique del’épiploon, d’une facon plus lente, plus difficile 
et peut-étre méme incomplete. 

Kn effet, pour faire mourir en douze a seize heures un cobaye 
d’environ 300 grammes, avec des vibrions de l'Isonzo tués, il 
faut une dose 6 fois plus forte: c’est-a-dire il faut 6 cultures 
tuées a 56°. 


(1) Studien zur Choleraatiologie. Zeitsch. fiir Hygiene, 1894, 46, p. 268. 
(2) Ibidem, p. 270. 
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Le tableau anatomique que l’on observe, dans ce cas, est 
parfaitement analogue & celui que l'on obtient par l’injection 
endoveineuse d’une seule culture solubilisée. 

Ce tableau anatomique est trés intéressant. 

La cavité abdominale est remplie de transsudat citrin, od 
l'on voit toutefois des quantités innombrables de vibrions plus 
ou moins déformés et gonflés, peu colorables. On y remarque 
une absence compléte d’éléments cellulaires. Les anses intes- 
tinales sont rougies, injectées et enflammées. Mais ce qwil y 
a de plus important, c’est l’examen du mésentére. On y voit 
les vaisseaux lymphatiques satellites, & cété des artérioles 
capillaires, énormément gonflés et presque edémateux. L’ed®me 
est ensuite tout 4 fait imposant au niveau de la flexion duo- 
dénale, dans la membrane mésentérique qui soutient les 
acini de la glande pancréatique. Ceux-ci semblent immergés et 
enveloppés dans une haute couche de tissu gélatineux, trans- 
parent. Cette lésion qui est constante et identique, comme on 
la vu plus haut, méme dans les cobayes qui meurenta la suite 
de Vinjection endoveineuse de protéide, prend presque un 
caractére spécifique. 

Liintestin gréle contient des mucosités riches en éléments 
épithéliaux desquamés. 

En somme, les lésions de l'appareil digestif sont a peu prés 
égales a celles que l’on observe non seulement apres l’injection 
endoveineuse de cultures solubilisées, mais aussi aprés 
Pinjection péritonéale de vibrions vivants. 

Cela démontre, encore une fois, que le protéide du vibrion 
cholérique, méme s'il est introduit dans le péritoine, n/agit et 
ne tue que parce que, apres avoir été absorbé dans la mesure 
voulue, il réussit, & travers la circulation, & agir a@ éergo, en 
atteignant 4 revers la muqueuse intestinale. 

Les expériences que j’ai faites sur les lapins ménent aussi & 
des conclusions et & des considérations identiques. Méme si on 
Vinjecte dans le péritoine, le protéide du vibrion cholérique 
agit atergo sur les parois du canal digestif, c’est-a-dire a travers 
la circulation générale, en déterminant, selon la dose employée, 
des gastro-entérites aigués, subaigués et chroniques qui, a une 
échéance plus ou moins longue, aboutissent presque toujours a 
Ja mort de l’animal. 
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De tout ce qui précéde on peut donc tirer les conclusions 
suivantes : 

4° Le poison des vibrions cholériques est représenté par le 
protéide du méme corps bactérien ; 

2° On peut rendre libre ce protéide, en faisant agir sur les 
cultures vibrioniennes, tuées avec du toluéne, en milieu lége- 
rement alcalin, une faible solution de pancréatine. Celle-ci, 
en dissolvant l’'enveloppe seulement des bactéries, en laisse 
intact, avec toutes ses propriétés antigénes et toxiques, le 
contenu, c’est-a-dire le protéide qui reste dissous dans le 
liquide, a l'état colloidal. 

3° L’absorption péritonéale, tant du protéide que des cultures 
vibrioniennes simplement tuées par la chaleur, s’effectue, chez 
les cobayes, d’une facon imparfaite. Il s’ensuit que les doses 
minima mortelles des cultures tuées, introduites par la voie du 
péritoine, doivent atteindre toujours un multiple de la dose 
minima morielle d’une culture vivante. 

4° Le protéide du vibrion cholérique ne manifeste, chez les 
cobayes, de pouvoir toxique immédiat que lorsqu’il est intro- 
duit directement dans la circulation du sang. Dans ce cas, la 
dose minima mortelle correspond 4 celle des cultures vivantes 
et son action toxique ne s’exerce pas directement sur les centres 
nerveux, comme certains auteurs l’ont affirmé, mais atteint, a 
tergo, lamuqueuse du canal digestif, en produisant une gastro- 
entérite aigué, mortelle. 

5° Les lésions produites sur la muqueuse intestinale des 
cobayes par le protéide du vibrion cholérique injecté dans les 
veines sont absolument égales & celles que l'on observe aprés 
linjection péritonéale d’une dose mortelle de vibrions, simple- 
ment tués par la chaleur. 

6° Cela méne logiquement-& se demander si la cause de la 
mort des cobayes qui succombent aprés l’injection péritonéale 
de cultures vivantes est 4 rechercher, non pas dans un processus 
inflammatoire du péritoine, comme on |’a cru jusqu’ici, mais 
plutot dans l’effet des graves lésions produites par les vibrions 
ou par leur protéide sur les parois du tube digestif. 

7° Chez les lapins, l’action toxique du proléide extrait des 
vibrions cholériques, méme si on l’a injecté dans le péritoine, 
s'exerce électivement aux dépens du canal digestif, en produi- 
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sant, selon les doses employées, des gastro-entériles aigués, 
subaigués et chroniques, mortelles. Ces processus pariétaux, 
caractérisés par de tres graves lésions anatomiques et fonction- 
nelles, sont accompagnés constamment d'une prodigieuse mul- 
liplication du B. co/i intestinal et peuvent finir par une 
infection bacillaire générale. 

8° L’action toxique exercée par le protéide des vibrions 
cholériques sur l’organisme des animaux de laboratoire, & part 
les graves altérations pariétales causées a ¢ergo dans le canal 
digestif, ne reproduit aucun symptome caractéristique qui 
rappelle, méme de loin, le tableau de l’algidisme cholérique. II 
reste donc douteux que l’on puisse appeler « poison cholérique » 
la substance qu’on extrait des cultures vibrioniennes. 


ACTION 
DU BACILLE FLUORESCENT LIQUEFIANT DE FLUGGE 
SUR L’ASPARAGINE 
EN MILIEU CHIMIQUEMENT DEFINI 


(DEUXIEME MEMOIRE) 


PRODUITS ET MODE D’ATTAQUE DE L’ASPARAGINE 


par le Dr A. BLANCHETIERE 


‘Trayail du Laboratoire d’hygiéne de Boulogne-sur-Mer.) 


Dans un précédent mémoire j’ai montré (1) que le bacille 
étudié attaque l’asparagine en deux temps & chacun desquels 
correspond la mise en liberté d’un atome d’azote a l’élat ammo- 
niacal. 

L’attaque de chacun de ces deux atomes d’azote se fait avec 
une vitesse nettement différente. 


1° Phase d'hydrolyse du premier atome d’azote. — Le pre- 
mier atome d’azote hydrolysé est l’atome amidé : il est séparé 
d’aprés la réaction étudiée d’abord par Arnaud et Charrin (2), 
de la maniére suivante : 


COOH — CH? — a — CONH® + H*?0 = COOH — CH? — CH — COONHS. 
NH?* NH? 


2° Phase d’hydrolyse du second atome d’azote. — Nous nous 
trouvons & ce moment en présence d’aspartate d’ammoniaque. 
L’hydrolyse continuant, c’est l’acide aspartique qui va étre 
attaqué avec mise en liberté d’ammoniaque, pour la plus 


(4) Ces Annales, juin 1917, 34, p. 294. 
(2) C. R. Acad. Se., 1894, 442, p. 755 et 1157. 
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grande partie, sinon pour la totalité, puisque l'étude quantita- 
tive a démontré qu’ un moment donné 4/5 de l’azote ami- 
noique se retrouvent a l'état ammoniacal. 

L’hydrolyse bactérienne de l’acide aspartique a déja été 
étudiée par divers auteurs. Parmi ceux-ci je citerai : Acker- 
mann (1), Borchardt (2), Brasch (3), Neubauer et Cappezzuoli (4), 
F. Ehrlich (5), etc... ; 

Les principaux types de transformation sont les suivants : 


a) Hydratation. — Dans le cas présent, elle aboutit a la for- 
mation d’acide malique : 


COOH — CH? — CH — COOH + H?0 = NH* + COOH — CH? — CH— COOH 
| 
NH? OH 
Ac. aspartique Ac. malique 


4 


et serait ’équivalent de l’action de l'acide nitreux. On sait qu’a 
la suite des travaux de Neubauer et de ses collaborateurs on 
n’admet plus guére aujourd’hui cette transformation directe de 
Vaminoacide en hydroxyacide. 


6) Oxydation. — Par oxydation l’z-aminoacide serait trans- 
formé en acide ¢-cétonique 


COOH — CH? — CH — COOH + 0 = NH?’ + COOH — CH?— CO — COOH, 
ee Ac. oxalacétique 
NH? 


ceci par l'intermédiaire d'un hydrate d'iminosacide : 


OH 
| 
R—CH— COOH + 0O=R—C— COOH. 
| 
Ni NH? 


(1) D. Ackenmany, Ueber das $-Alanin als bakterielles Aporrhegma. Zeits. 
Biol., 4911, 56, p. 104. ; ; tind 

(2) L. Borcnarot, Faulnisversuche mit Glutamin- und Asparaginsaure, Zeits. 
Phys. Chem., 1909, 59, p. 96. 

(3) W. Brascu, Weitre Untersuchungen uber den bakteriellen Abbau pri- 
marer Eiweissspaltprodukte. Biochem. Zeits., 1909, 22, p. 403. 

(4) NeuBAvER et CapPEzzuoLt, Biochemische Umwandlung von Asparagin und 
Asparaginsaure in Propionsiure und Bernsteinséure. Biochem. Zeits., 1909, 
48, p. 424. Fon | 

fey eats Ueber die Entstehung -der Bernsteinsaure bei der alkoolischen 
Garung. Biochem. Zeits., A909, 18, 391, p. 423. 
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c) Reduction. — Elle conduit & la mise en Liberté d’ammo- 
niaque avec formation de l’acide saluré correspondant : 


COOH — CH? — CH — COOH + H? = NH’ + COOH — CH? — CH? — COOH. 
| 


Acide succinique 
Nil? 


d) Décarboxylation. — Le carboxyle voisin de Vatome de 
carbone substitué est assez facilement attaqué dans certains cas 
avec production de COQ? et d’un acide o-aminé. 

COOH — CH?— CH —COOH = CO?+ CO OH — CH? —CH*—NH? 


| 6-Alanine. 
NH? 


En somme, dans les premiers stades de l'attaque de l’acide 
aspartique nous aurons a rechercher la présence des corps sui- 


vants ;: 
g-Alanine 


Acide oxalacétique 
Acide malique 
Acide succinique 
Acide fumarique’;; 


la présence de ce dernier ayant été signalée par Emmerling et 
Reiser (1), nous aurons done, si nous le découvrons, & recher- 
cher son mode de formation. 


TECHNIQUE 


Toutes les recherches ont été faites sur le milieu suivant 
dans lequel les substances minérales resteront invariables et, 
seule, la substance fermentescible pourra varier suivant les 
besoins : 


NaG@l purseeeca aoe Pe 5 gr. 
XO SINGIN GBI o-oo 8 6 ole eee 1 gr. 
POT Kris ti csemem cite se ae Aver: 
Substance fer.nentescible ....., 5 er. 
Bangdishileesg is pOul . eee 1000 c.c. 


Les cultures ont été effectuées & 20+22°. 
Aprés des temps variables les milieux étaient soumis & l’ana- 
lyse aprés centrifugation pour séparer les corps microbiens. 


(1) Ewmercine et Ret-er. Ber. d. dewt. chem. Gesel., 1902, 35, p. 700. 
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La méthode d’analyse employée fut dans ses grandes lignes 
celle indiquée par Grimbert (1). L’expérience me prouva qu’on 
ne rencontre en quantité pondérable que deux produits volatils : 


L’ammoniaque 
L’acide acétique 


et des produits fixes variables avec la nature de la substance 
fermentescible; aussi me parait-il indispensable de préciser 
certains détails de technique touchant l'extraction et la carac- 
térisation des produits indiqués plus haut, comme pouvant étre 
formés dans le métabolisme intermédiaire de |’acide aspartique. 


1° Extraction des acides fixes. — Cette extraction est dominée 
par le fait qu’on a fréquemment des acides 4 fonction com- 
plexe, acides 4 fonction alcoolique ou cétonique, qui peuvent 
subir l’oxydation avec une extréme facilité. 

D’autre part, un certain nombre d’acides considérés comme 
fixes ne le sont point d’une facon absolue; ils peuvent étre, en 
particulier, parfaitement entrainables par la vapeur d’eau a 
température relativement peu élevée. Je citerai les exemples 
de l’acide lactique dont l’entrainement par la vapeur d’eau a la 
température du bain-marie a été bien mise en évidence par 
Wolf (2) et de l’'acide succinique (3) méme en solution alcaline. 
Toutefois, dans ce dernier cas, l’entrainement est peu considé- 
rable. 

Minspirant de ces deux ordres de considérations, voici & quelle 
technique j'ai eu recours : 

On évapore le milieu de culture alcalin tout d’abord au 
bain-marie jusqu’aux 9/10 de son volume environ. On filtre, 
on ajoute HCl en excés et on achéve la dessiccation dans le 
vide. 

Lorsque le résidu est bien sec et bien privé de HCl, on le 
redissout dans le minimum d’eau distillée et on l’évapore de 
nouveau dans le vide en présence d’un exces de sable lavé aux 
acides et calciné. 


(1) Grimegrt, Diagnostic des bactéries par leurs foactions biochimiques. 
These de médecine, Paris, 1903, p. 50 et suiv. 

(2) Wour. The Journ, of Physiol., 1914, 48, p. 342,00 

(3) Ecerron, Cuances Grey, The estimation of succinic acid. Biochem. Journ., 
1917, 44, p. 134 et Bull. Soc. Chom., 1917 [4], 24, p. 136. 
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Jinsiste sur lutilité de concentrer dans le vide aprés mise 
en liberté des acides organiques par HCl et ceci pour les deux 
raisons indiquées précédemment. 

En opérant & la température du bain-marie on peut avoir 
entrainement de certains acides, par exemple les acides lactique 
el succinique. 

A la température de 100° l’action oxydante de lair en pré- 
sence de HCl est loin d’étre négligeable, ce qui a son impor- 
tance si on recherche de petites quantités d’acides. 

Vinsiste également sur la nécessité d’éliminer l’excés de HCl 
avant d’ajouter le sable, sans quoi, aux dépens de ce dernier 
il y a formation de traces de chlorure ferrique, qui jouit d'un 
pouvoir oxydant certain vis-a-vis des acides-alcools, d’ot dis- 
parition possible de ces derniers et plus cerlainement encore 
des acides 4 fonction cétonique. 

Quoi qu'il en soit, la substance, ainsi évaporée sur sable, est 
pulvérisée, placée dans une douille de Soxhlet et épuisée a 
’éther anhydre. A la fin de lopération l’éther est distillé, le 
résidu séché dans une capsule tarée. On a ainsi le poids des 
acides fixes. 

Cette technique étant indiquée une fois pour toutes, on saura 
ce que veulent dire les mots: « ce produit a été rencontré 
parmi les acides fixes ». 


2° Séparation des acides fixes. — Les acides fixes que nous 
pouvons espérer rencontrer (malique, succinique, fumarique) 
ou leurs produits fixes de dégradation les plus fréquents (acides 
malonique, oxalique, lactique) peuvent étre séparés en se 
basant sur linsolubilité de leur sel de baryum dans l’alcool a 
75 centiémes, ainsi que l’a indiqué Mestrezat (1). Aux acides 
indiqués par cet auteur, il convient d’ajouter les acides fuma- 
rique et maléique dont les sels de baryum sont également inso- 
lubles dans ces conditions. 

Dans le liquide filtré, on peut s’assurer par des réactions 
appropriées de l'absence du lactate de baryum en opérant de la 
facon suivante : 

Les acides fixes, extraits comme il a été indiqué plus haut, 


(1) Mesrrezar. C. /t. Acad. Se., 1906, 143, p. 185. 
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sont dissous dans le minimum d’eau distillée, neutralisés 
exactement par Ba (QOH), Le tout est additionné d’une quan- 
tité d’alcool telle que le titre aleoolique de la liqueur soit de 
75 centiémes, on abandonne quarante-huit heures au frais, on 
essore et on lave le précipité sur un Biichner avec de l’alcool a 
75 centiemes. 


3° Caractérisation des acides fixes. — Acide tartrique. — Le 
précipilé redissous dans le minimum d’eau est additionné d’un 
peu de chlorure ou d’acétate de potassium, d’acide acétique et 
d’alcool; absence d’un précipité de créme de tartre (tres peu 
soluble dans le liquide alcoolique) démontre l’absence d’acide 
tartrique. 

Acide malique. — La solution des acides fixes donne la 
réaction type d’Uffelmann : virage au jaune serin de la solution 
violette. 

Traitée par un excés de permanganate de potasse 4 chaud 
elle fournit un dégagement d’aldéhyde qu’on met en évidence 
au moyen d’une baguette trempée dans le réactif de Nessler. 
Elle donne la réaction de Pinerua avec le $-naphtol sulfu- 
rique (1). 

Enfin loxydation ménagée par le permanganate en présence 
d’acétate mercurique permet d’obtenir nettement la réaction 
de Denigés (2). Cet auteur a montré, en effet, que dans ces 
conditions l’acide malique est oxydé en acide oxalacétique, 


COOH — CH?— CH — COOH + 0 = H?0 + COOH — CH? — CO — COOH 


| 
OH 


et que ce dernier s’unit immédiatement au mercure en four- 
nissant une combinaison extrémement insoluble qui soustrait 
acide oxalacélique a l’action oxydante ullérieure du perman- 
ganate. 

Cette réaction est spécifique. 

Dans le cas présent il se produit toujours au début de loxy- 
dation quelques flocons bruns de sel ferrique, dissous malgré 


(4) PrNerua. C. R. Acad. Se., 1897, 124, p. 291. 
(2) Denicks. C. R. Acad. Se., 1900, 130, p. 320, et Précis de Chimie analytique, 
4¢ édition, p. 250 (Paris, 1913, Maloine). 
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tout par les acides organiques aux dépens du sable; c'est pro- 
bablement de l’acétate basique de fer. Une addition ultérieure 
de permanganate fait apparaitre le précipité mercuriel blanc et 
lourd qui se dépose facilement. 

Acide fumarique. — La séparation et la caractérisation de 
V'acide fumarique sont basées sur sa faible solubilité qui est 
de 1 pour 200 parties d’eau froide environ (1), tandis que la 
solubilité des autres acides qu’on peut rencontrer est beaucoup 
plus considérable : 


SMENOK UKM ING ES Go GG be ae 5 p. 100 environ. 
Aoidermaliquetes <i. Seats Tres soluble déliquescent. 
Acide tartrique..... 2» ,- 182)p.4100) environ. 

PMONOES neVskoueNO 5 5 5 og Gb oo WM) = 

Acide Oxaliqile sas ae eee 10 — — 


Cette tres faible solubilité permet de le séparer facilement ; 
au besoin on achéve sa purification par cristallisation dans 
léther. 


A, CARACTERISATION A L'BTAT D’ ACIDE FUMARIQUE. — Donne de 
bons résultats lorsqu’on dispose d’une certaine quantité de 
produits: elle comprend deux délterminations. 

a) Titrage alcalimétrique sur un poids connu de substance 
qui permet de voir si le poids moléculaire de l’acide correspond 
a celui de l’acide fumarique. Cette délermination est aisée a 
chaud en face de phtaléine et ne permet guére de confusion 
qu’avec lacide succinique. 

6) Mise en évidence d'une fonction éthylénique par absorp- 
tion du brome. Cette absorplion, qui se fait facilement au bain 
deau bouillante avec de l'eau de brome, conduit & l’acide dibro- 
mosuccinique qu’on peut caractériser, en sa qualité d’éther 
tartrique par condensation, avec la résorcine en milieu sulfu- 
rique comme l’a indiqué Denigés (2). 

Les deux déterminations précédentes me paraissent indis- 
pensables pour aflirmer qu’on a bien affaire & l'acide fuma- 
rique, la seconde seule me parait insuffisante. 


B. CaRracréRISATION A L’ETAT DE DERIVE MALEIQUE. — Lorsqu’on 


(1) Dictionnaire de Wirtz. 
(2) Denicés. Op. cit., p. 241. 
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ne dispose que de quantilés d’acides insuffisanles pour pro- 
céder aux deux déterminations précédentes, on peut caracté- 
riser stirement l’acide fumarique en le transformant en anhy- 
dride maléique qu’on peut combiner avec l’aniline pour obtenir 
le maléine-anilide trés peu soluble dans l'eau, presque imso- 
luble dans l’alcool froid d@’aprés Michwel (1). 

a) Transformation de acide fumarique en anhydride maléi- 
que. — Pratiquement avec quelques centigrammes de matiére, 
sans s’embarrasser d’anhydride phosphorique, de perchlorure 
ou d’oxychlorure de phosphore, on peut opérer de la facon 
suivante : 

Choisir un tube de verre pénétrant aisément dans le canal 
d'un bloc de Maquenne, le fermer & un bout et le couper a une 
longueur telle que, lextrémité fermée étant au milieu du canal, 
l'autre dépasse le bloc d'une dizaine de centimétres. 

On porte le bloc, muni d’un thermométre, a 250° environ, 
puis on y introduit le tube laboratoire dans le fond duquel on 
i placé quelques centigrammes de l’acide a déterminer; la 
transformation est rapide. Le produit condensé dans la partie 
froide du tube renferme l’anhydride. 

Lorsqu’on juge la quantité suffisante on laisse refroidir, on 
étire le tube et on le ferme au-dessous de l’anneau de cristaux 
distillés, on humecte avec de l’aniline et on porte a l’étuve a 
ERIS 

b) Formation et purification du maléine-anilide. — Apres 
quelques heures, trois ou quatre suffisent, le tube retiré de 
l'étuve est refroidi, et la substance qu il renferme délayée dans 
de Valcool & 90 centiémes en s’aidant d’un fil de platine rigide. 
La substance, résistante au début, finit toujours par se disso- 
cier. 

On la lave & l’alcool, qui en extrait un corps dont la colora- 
tion varie du rose au brun et qui, en tout cas, brunit rapide- 
ment a lair et & la lumiére. Le mieux est d’effectuer ces lavages 
dans un tube de centrifugeuse. A Ja fin on doit avoir une 
poudre microcristalline blanche. 

ce) Caractérisation du maléine-anilide. — Sa formation aprés 
isomérisation caractérise l’acide fumarique et le dislingue de 


(1) MrcHagL. Amer. chem. Soc., 9, p. 183. 
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lacide maléique qui, Jui, donne directement l’anilide par ébul- 
lition avec de l’aniline et de J’eau (Michael) (1). 

Cet auteur prépare en effet le maléine-anilide par ébullition 
simple avec l’anhydride ou l’acide maléique additionnés de leur 
poids environ d’aniline, le tout dissous dans dix parties d'eau. 

Au bout d’une heure au bain-marie bouillant on obtient de 
longues aiguilles soyeuses, qui, soigneusement lavées 4 l’alcool, 
fondent a 212-213° et présentent au microscope un aspect carac- 
téristique que montre bien la microphotographie ci-dessous: 


Fic. 1. — Micro-cristaux de maléine-anilide, obj. 3 ocul. 4 de Leitz. 


Jattire tout particuliérement l’attention sur l’aspect pour 
ainsi dire cannelé de ces cristaux, qui est tout a fait typique. 

Lorsqu’on disposera d’une quantilé de substance suffisante 
il ne faut donc pas hésiter, au lieu d’opérer & sec, comme je l’ai 
indiqué ci-dessus, a préparer le maléine-anilide par ébullition 
aqueuse qui donne les cristaux les plus typiques. 

Malheureusement je n‘ai pu obtenir ainsi qu'un trés mauyais 
rendement quelles que soient les conditions dans lesquelles j’ai 
opéré : augmentation de la quantité d’aniline, traitement sous 
pression, quantités d’eau variables, etc., le rendement n'a 
jamais dépassé 3 45 p. 100 de la théorie. 


(1) MicnagL. Ber. d. deut. chem. Gesel., 19, p. 4873. 
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Au contraire, en chauffant & sec comme je Vai montré, le 
rendement est toujours voisin de 35 p. 100 de la théorie, mais 
les microcristaux n’ont plus rien de caractéristique. 

On peut arriver cependant & une bonne préparation en redis- 
solvant la poudre dans l’eau bouillante et laissant cristalliser 
par refroidissement apres filtration. Les nouveaux microcris- 
taux obtenus, outre leur point de fusion, ont un aspect bien 
lypique. 

Le dosage de l’azote complete utilement la détermination. 
Si on a une quantité de substance suffisante, et celle-ci peut 
étre trés réduite en employant une des nombreuses micro- 
méthodes de détermination de l’azote qui ont vu le jour durant 
ces derniéres années en Amérique, en Angleterre et en Alle- 
magne. 

Trois expériences ont fourni les résultats suivants : 


I. — Poids de substance. ...... 0 gr. 1126 (provenant d’acide fuma- 
rique pur) [controle]. 
Volume d’acide sulfurique | 0,9765 saturé par lammoniaque pro- 
duite : 8 c.c. 5. 


AZO CCR a OOMGROU Vem eunn cane = 10,34: 
Il. — Poids de ‘substance; .. .-.'. 0 gr. 1025 (provenant d’un produit de 
fermentation de l'asparagine). 

AZOLE! Pe OOMROUVEr ter ail 6 - 10,47. 
Lite sPoidsde substance: musa-uent. 0,1068 (provenant de la fermentation 


de l’acide malique). 


N : 
Volume d’acide sulfurique i 1,036 saturé par lammoniaque pro- 
GUD UNY Bath Cr C2 
INZOUES PALO UNLROUV Cow ch aa ttcae: 10,38. 


Volume d’acide sulfurique s 1,036 saturé par Vammoniaque pro- 
10 duite: 14 c.c. 8. 
Azole p.100 du maléine-anilide. 10,52 (calculé). 


Caractérisation de l’acide malonique. — J'ai employé la 
méthode si élégante et si précise indiquée par Bougault (1). 
Celle-ci est basée sur la facile condensation de l’acide malo- 
nique avec les aldéhydes. Riiber le premier (2) avait pensé a 
condenser l’acide malonique avec l’aldéhyde cinnamique en 


(1) Boucautt, Recherche et caractérisalion de l’acide malonique. Journ. 
Pharm. et Chim., 1913 [7], 8, p. 280. 
(2) Ruper. Ber. d. deut. chem. Gesel., 1904, 37, p. 1883. 
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présence de pyridine. Bougault a préconisé la condensation de 
ces deux corps en présence d’acide acétique qui fournit vrai- 
ment d’excellents résultats. On n’a qu’a suivre & la lettre les 
indications données par cet auteur. Il y a formation d’acide 
cinnamylidéne malonique. 


Coon 
NcH*-+ Seu 2 cH eH CsHs = 


COOH. —- H” 
COOL 
HeOre CH=CH —.GH =H —:Gn*. 
" COOH 


Cet acide de couleur jaune soufre fond a 208°, il est trés peu 
soluble dans l’eau et Valcool faible, facilement soluble dans 
alcool fort. Il en cristallise par évaporation sous forme de 
longues aiguilles prismaliques trés caractéristiques, ce sont 
des prismes obliques. La microphotographie ci-contre montrera 
mieux leur aspect que toute description : 


Recherche et caractérisation de la $-alanine. — Je me 
suis basé sur le fait signalé par Ackermann (1) que les 
»-amino-acides sont précipités en liqueur étendue par l’acide 
phospho-tungstique tandis que les z-amino-acides ne le sont 
pas. 

Le milieu de cullure est privé d’ammoniaque par déplace- 
ment de celle-ci au moyen de la magnésie, suivi d’une extrac- 
tion par un violent courant d’air, comme dans le dosage de 
Yammoniaque par le procédé Folin. Lorsque la totalité de 
l'ammoniaque a été éliminée, ce dont on s’assure par barbot- 
tage du gaz dans du réactif de Nessler, le liquide est filtré et 
précipité par l'acide phosphotungstique. Le précipité est 
recueillt aprés vingt-quatre heures, lavé par centrifugation 
au moyen de SO‘H? a 5 p. 100, puis d’alcool. Le phosphotungs- 
tate est décomposé au moyen d’hydrate de plomb, le liquide 
filtré est priv de plomb par IPS, l’excés de H?S éliminé par 
un courant d’air; le liquide, filtré de nouveau, est concentré 
dans le vide. Le corps peut étre caractérisé a l'état de chloro- 
platinate (C*H'O*N)?PtCl’ fondant & 180° et dans lequel on peut 


(1) D. Ackermany, Ueber das 8-Alanin als bakterielles Aporrhegma. Zeits. 
Biol., 1911-1, 56, p. 87-90. 
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doser Pt,Cl et N, ou de sel de cuivre (CsH°O2N)?Cu,6H70 dont 
on n/a qu’a doser l'eau de cristallisation et dans lequel on peut 
doser également Cu et N. 

Si on ne possede que des traces du corps le meilleur procédé 
de caractérisation est celui de Abderhalden et Fodor (1) basé 


Fic. 2. — Microcristaux d’acide cinnamylidéne malonique. 
(Obj. 3 ocul. 4 de Leitz.) 


sur la transformation de léther éthylique de la ¢-alanine en 
éther acrylique sous l’action de la chaleur : 


CH?NH? — CH? — COOH == NH* + CH? = CH — COOH. 


L’odeur piquante de l’éther acrylique permet de le recon- 
naitre aisément. 


Caractérisation des acides volatils. — Leur détermination a 
été faite d’abord par la méthode classique de Duclaux, et leur 
nature confirmée par les réactions qui leur sont propres. 


(1) AppERHALDEN et Fonor, Versuche uber die bei der Faulniss von 1, Aspa- 
raginsdure entstehenden Abbaustufen. Eine neue Methode zum Nachweis von 
B-Alanin. Zeils. Phys. Chim., 1913, 65, p. 112, 130. 
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Liacide acétique, déterminé par la méthode de Duclaux, fut 
caractérisé par la formation de cacodyle et la transformation 
d’un poids connu du sel de chaux en carbonate. ’ 

Voici les chiffres d’une des déterminations elfectuées : 


| 
F CENT. CUBES D'EAU | pyyRCBNTAGE | POLRCENIAGE 
FRACTIONS | CENT. CUBES D EAU de chaux Menace pour l'acide 
de chaux pour la totalité re acétique 
cent. cnhes par fraction des fractions passées| , Fe Bae 4 ; 
a la distillation ala distillation (Duclaux) 
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10° : 

Les acides volatils d'une autre fraction de la culture, saturés par du carbonate 
chaux, ont fourni 4 l’évaporation 0 gr. 3051 de sel de calcium. Ce sel redissous dans 
l'eau, le calcium, a été dosé par précipitalion a lélal doxalate, suivie de transforma- 
tion en carbonate. 

Poids de carbonate trouvé: 0 gr. 1918 


dou Je pourcentage dacélate anhydre: 25,1, calcul’ 25,31. 


RESULTATS 


La technique employée ayant été donnée avec les détails qui 
ont paru indispensables, il est possible d’exposer les résultats 
obtenus. 

L'expérience a montré que les acides suivants sont produils 
en quantité appréciable dans l’attaque de Vasparagine par le 
B. fluorescens : 

A. Acide volatil : Acide acétique. 
Acide malique. 
B. Acides fixes 9 Acide succinique. 


Acide fumarique. 
C. Acide carbonique, 
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Liacide malique, qui peut toujours étre mis en évidence pen- 
dant les premiéres semaines de la fermentation par la méthode 
Denigés, n’a jamais existé en quantité suffisante pour faire l'objet 
d'un dosage précis. Dans les phases ultimes de la fermentation 
il disparait méme complétement et ne peut plus étre retrouvé 
a l'état de combinaison oxalacétomercurigue. . 

Liacide swecinique a augmenté jusqu’au trentiéme ou trente- 
cinquiéme jour de la culture. La quantité décroit ensuite, mais il 
en reste constamment des proportions notables, quelle que soit 
la durée de la culture, méme lorsqu’on abandonne celle-ci jus- 
qua la mort du microorganisme. 

Lacide fumarique exige une mention spéciale. La quantité 
formée parait étre trés différente suivant les races de B. fluores- 
cens employées. Les premiéres souches que j’ai isolées en four- 
nissaient si peu que, malgré la connaissance du travail d’Em- 
merling et Reiser, cité plus haut, j’ai mécoanu la nature d'un 
trés léger résidu peu soluble dans l’eau que je rencontrai dans 
mes analyses. Ce résidu était d’aitleurs si faible qu'il m’aurait 
fallu opérer sur des dizaines de litres de culture pour obtenir 
une quantité de substance suffisante pour la caractérisation. 
Postérieurement, j'ai rencontré des échantillons donnant des 
rendements appréciables en acide fumarique; mais, contraire- 
ment aux affirmations des auteurs précédents, je n'ai jamais eu 
entre les mains de races fournissant de l’acide fumarique a 
lexclusion d’acide succinique. 

L'acide acétigue, des le huitieme jour, se trouve déja en 
quantité appréciable, il passe également par un maximum, 
de la troisitme & la quatriéme semaine (il en a 6té trouvé 
0 gr. 315 par litre de culture), diminue ensuile lentement et 
finit par disparaitre presque complétement ou méme com- 
plétement. 

Lacide carbonique croit régulierement du commencement a 
la fin de la fermentation. A partir de la quatriéme & la cin- 
quiéme semaine, le liquide de culture fait nettement efferves- 
cence aux acides. 

La formation de l’acide malique précéde bien celle de l’'acide 
succinique car : 

D’une part, lorsqu’on ensemence le B. fluorescens sur un 
milieu de culture analogue au précédent, mais dans lequel on 
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remplace l’asparagine par du malate d’ammoniaque, on cons- 
tate la production d’acide succinique. 

D'autre part, la méme expérience, faite en remplacant l’aspa- 
ragine par du succinate d’ammoniaque, ne montre jamais la 
formation d’acide malique. 


Passage del’asparagine a l’acide malique. — II est générale- 
ment admis depuis Knoop (ft), Neubauer et K. Fromherz (2) 
que le passage de l’'amino-acide a lhydroxyacide comprend 
deux stades intermédiaires. 

A) Par fixation d'un atome d’oxygéne il y aurait tout d’abord 
production d’un hydrate d’imino-acide 


OH 
| 
R— CH — COOH+ HO = R— C— COOH. 
| | 
NH? NH? 


B) Puis, par perte d'une molécule d’ammoniaque, formation 
de acide «-cétonique 


OH 
| 

R—C—COOH = NH? + R —CO—COOH 
NH? 


lequel, par réduction ultérieure, fournirait I’s-hydroxy-acide : 


R—CO— COOH + H? = R—CHOH — COOH. 


Comme je l'ai déja indiqué briévement ailleurs (3) la divergence 
des résultats obtenus par Emmerling et Reiser d’une part, par 
‘moi-méme, d’autre part, me parait renforcer, singuligrement, 
Vhypothése de la formation transitoire de lhydrate d’imino- 
acide. 

En effet : les acides «-cétoniques peuvent exister sous deux 
formes, la forme célonique ordinaire 


R— CH? —CO — COOH 
(1) Knoop. Zeits. f. Phys. Chem., 1914, 71, p. 489. 


(2) O. Nevsaver et K. Frownenz. Zeits. f. Phys. Chem., 1911, 70 p. 326. 
(3) Brancnerigre. C. R. Acad. Sc., 1916, 163, p. 206. : 
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et la forme cenolique 


R — CH= COH — COOH. 


La réduction de lacide-cétone sous sa forme cétonique aboutit 
a l'acide-alcool correspondant : 


R— CH? — CO— COH+ H? = R— CH*?— CHOH — COOH. 
® 


La réduction de l'acide sous sa forme cenolique aboutit au con- 
traire & un acide non saturé 


R— CH= COW — COOH + H* = H?O0 + R—CH = CH — COOH 


ainsi quil a élé constaté par Emmerling et Reiser. 
Tlest évident que la formation transitoire del hydrate d’imino- 
acide explique ces faits le plus simplement. possible : 
L’hydrate d’imino-acide 
OH 
r—cH—¢—coon 
Nir 


perdra une molécule d’ammoniaque non pas aux dépens des 
éléments du seul atome de carbone auquel est lié le groupe 
NH?, mais aux dépens d’éléments appartenant aux deux atomes 
de carbone voisins « et 8 


H Of 
ese 
R—C—C—COOH = NH*4+R—CH=COHN—COOH. 


On tombera donc forcément sur l’acide-cétone sous sa forme 
cenolique instable, qui aura tendance a se transformer en forme 
cétonique 


R—CH=COH — COOH = R — CH? — CO — COOH 


mais si le microorganisme considéré posséde un ferment ceno- 
lisant, la forme cnolique deviendra stable, et le microbe pourra 
utiliser acide sous cette derniére forme. 

Dans le cas actuel (acide oxalacétique), la forme cenolique 
existera sous deux variétés stéréoisomeéres : 
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OH CO OH 

H L CO OH 
Forme cis-trans (stable) Forme cis (instable) 
isomére fumarique. isomere maléique. 


dont la forme cis-trans, stable, conduira & l’acide fumarique 
découvert par Emmerling et Reiser. 

On sait que lexistence des ferments cenolisants est admise 
pour expliquer les différences constatées dans l’action des 
levures sur les sucres (1). 

Dans la série des sucres on a constaté, d’une part, que 
lintégrité de la fonction aldéhyde ou cétone est indispensable 
pour que le corps puisse fermenter, ce quia porté 4 penser 
que la forme cenolique commune aux sucres d’un méme 
groupe : 


CHO CHO CH?OH ee CEO EL 
] | ; | | 
H—C—OH OH—C—H co COH 
| | | | 
OH —C—H OH—C—H OH—C—H OH—C—H 
I | | | 
H—C—OH H—C—OH H—C—OH H—C— OH 
| | | i 
H — C— 00 H—C— OH H—C—OH H—C—OH 
| | | 
CH?OH CH?OH CH*OH dwon 
Glucose Mannose Lévulose Forme cenolique 
inconnue 


est le stade intermédiaire indispensable de la fermentation. 

D’autre part, on a constaté que, dans la série du galactose, 
ce sucre seul fermente alors que ses isoméres, le talose et le 
tagatose (sucre cétonique), ne fermentent par aucune des 
levures connues. Cette anomalie s’expliquerait par le fait que 
les levures ne posstdent point de ferment cenolisant compa- 
tible avec la structure du talose et du tagatose. 

Dans le cas du B. fluorescens il y aurait quelque chose 


(1) E. Franktanp Armstrong. The simple carbohydrates and the glucosides 
p. 52-54 (Londres, 1910, Longmans Green). 
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d’analogue, certaines races possédant, d’autres étant dépour- 
vues de ferment cenolisant. 


Passage de l’acide malique a l’acide succinique. — Comme 
je Vai dit plus haut, le B. fluorescens pousse admirablement 
bien, en produisant son pigment, sur un milieu chimique- 
ment défini ot le malate d’ammoniaque est le seul corps fer- 
mentescible. 

Sur ce milieu j’ai vu la production’ d’acide succinique 
dépasser 40 p. 100 du rendement théorique. 

Comme l’acide succinique lui-méme est attaqué par le 
B. fluorescens, on doit admettre qu'il est lintermédiaire néces- 
saire du métabolisme de l’acide malique par ce microbe. 

Rien ne permet de penser que la réaction puisse étre autre 
qu’une fixation d’hydrogéne sur l’acide malique avec élimina- 
tion dune molécule d’eau : 


COOH — CH? — CHOH — COOH + H?=H?0 + COOH — CH?— CH?— COOH. 


Passage de l’acide succinique a l’acide acétique. — Le 
bacille fluorescent-liquéfiant de Fliigge pousse sur milieu 
chimiquement défini dans lequel le succinate d’ammoniaque 
représente la seule source de carbone et d’azote, mais sa 
croissance est extrémement précaire et généralement, au bout 
de deux & quatre semaines, la culture n’est plus repiquable. 

La recherche qualitative des acides fixes et volatils permet 
de déceler de petites quantités d’acide fumarique ainsi que de 
faibles quantités d’acide acétique. 

L’acide fumarique est-il l’intermédiaire entve les acides 
succinique et acétique? 

Pour résoudre cette question j'ai soumis @ l'action du 
B. fluorescens du fumarate d’ammoniaque dans la solution 
minérale indiquée ci-dessus. 

Comme avec le succinate, le développement du microorga- 
nisme se fait trés mal et, chose paradoxale, une partie de 
l’acide fumarique se transforme en acide succinique alors que, 
par ailleurs, on trouve également de l’acide acétique. Il est & 
peine besoin de dire que j’ai repassé le microbe sur milieu 


solide et vérifié soigneusement son identité. Les circonstances 
27 
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ne m’ont pas permis d’élucider ce point, que je me propose de 
reprendre. 

La transformation de Vacide succinique en acide fumarique 
a 6té récemm nt signalée par Thunberg (1) au moment méme 
ott les présentes recherches étaient exécutées, mais le mémoire 
de Thunberg n’est parvenu & ma connaissance que dans les 
premiers mois de l'année 1917. Les expériences de cet auteur 
étaient assez peu faites dailleurs pour entrainer la conviction : 
il se basait sur la réduction du bleu de méthyléne en présence 
de succinate de potasse et d’un extrait de tissu musculaire 
pour affirmer la déshydrogénation de l’acide avec production 
de l'acide fumarique. 

Dans mes expériences j’ai pu obtenir une quantité d’acide 
fumarique suffisante pour lidentifier a l’état de maléine-anilide 
conformément & la technique exposée plus haut. 


Produits secondaires de l'attaque de l'asparagine. — Par 
cette expression j’entends les produits qu'on n’obtient qu’en 
tres faible quantité sans préjuger de Vimportance de leur 
role en ce qui concerne le mécanisme de la dégradation 
de l'asparagine. 


A) Cores ALDEHYDIQUES ET cHToniguEs. — Les milieux de 
culture n’ont jamais montré de pouvoir réducteur sensible sur 
le réactif cupropotassique, a froid ou 4 chaud, pas plus que sur 
le nitrate d'argent ammoniacal & froid. 

Pas de réaction sensible non plus avec la fuchsine bisulfitée, 
le nitro-prussiate de soude ou la phénylhydrazine. 

B) La recherche de la $-alanine est constamment restée 
négalive. 

C) Par contre dans lespremiéres semaines de Ja fermentation 
il a toujours été possible de mettre en évidence des traces 


d’acide malonique et plus tard des ¢races de cristaux trés peu 


solubles dans Veau qui ont pu ¢étre identifiés avec l’acide 
fumarique. Les quantités obtenues étaient trop faibles pour se 
préter & un dosage précis. 

En résumé, la dégradation de l’asparagine par le bacille 


(1) R. Tuunsera. Centr. Physiol., 1916, 34, p. 91-93. 
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fluorescent liquéfiant de Fliigge se ferait done principalement 
suivant le schéma ci-dessous : 


Asparagine COOI —CH?— CH— COHN? 
| | 
y + H?20 NH? 


Aspartate d’ammoniaque COOH—CH?2—CH— COONH' 
| 
1G NH? 
OH 
Y | 
aa dimino-acide COOH — CH?— C—COOH 
y —NH ne 


Forme cenolique de 
lac. oxalacétique COOH — CH=COH— COOH 


Vv 

| | 

YIP ' Y 
1?O0+COOH—CH—CH—Cooln Forme cétonique de 

| Acide fumarique lac. oxalacétique COOH—CH?—CO—COOH 
-y+H? ¥+H? 

COOH — CH? — Cil?— COOrl COOH—CH?—CHOH—COOH 

Acide succinique | Acide malique 


+H? 

H?0 + COOH — CH*— CH?— COOH 
Acide succinique 
> Acide fumarique 

> Acide acétique 
> Acide carbonique 


Par un processus 
indéterminé . . 


Bien entendu j’insiste sur l’expression « Dégradation de 
lasparagine », car simultanément existe un processus de syn- 
thése qu'il est beaucoup plus malaisé d’étudier et qu'il serait 
pourtant beaucoup plus intéressant de connaitre. Chaque 
ballon d’un demi-litre de culture fournit en effet une quantité de 
corps bactériens pesant & état sec de 15 a 20 centigrammes et 
dans lesquels on peut mettre en évidence l’existence de graisses, 
d’amino-acides compliqués, en particulier la tyrosine et le tryp- 
tophane, etc... dont le schéma précédent ne permet pas de 
prévoir la formation. Ce schéma ne doit done se rapporter qu’a 
la fonction énergétique du microbe; sa fonction synthétique 
nous demeure complétement inconnue. 


LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
A LINSTITUT PASTEUR EN 1919 


Par J. VIALA, 


Préparateur au service antirabique. 


Pendant l'année 1919, 1.815 personnes ont subi le traite- 
ment antirabique a l'Institut Pasteur de Paris : 5 sont mortes 
de la rage, soit une proportion brute de 0,27 pour 100. 

Une de ces personnes a été prise de rage au cours du traite- 
ment, une autre est morte de la rage moins de 15 jours aprés 
la fin du traitement, elles doivent étre défalquées pour le calcul 
de la mortalité. 

La statistique s’établit done ainsi : 


Personnes traitées = 2... 54. . 5 al tl 
MOPrtismaliei hh). cee Sateen ee cena 3 
WIG ANTE (ONS Gio o eo é oo Gc 0,16 


Le tableau ci-dessous indique les résultats généraux des 
vaccinations depuis lorigine : 


1886 
1887 
1888 
1889 
1890 
1891 
1892 
1893 
1894 
1895 
1896 
{897 
1898 
4899 
41900 
1904 
1902 


-671 
. 170 
.622 
830 
940 
.559 
. 190 
648 
387 
520 
. 308 
. 529 
465 
644 
420 
324 
.005 
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Les personnes traitées & l'Institut Pasteur sont divisées en 
trois catégories. 

Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été expéri- 
mentalement constatée par le développement de la maladie 
chez des animaux mordus par lui ou inoculés avec son bulbe. 


Catégorie B. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
par examen vétérinaire, 
Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 


Nous donnons ci-aprés la répartition entre ces catégories des 
personnes traitées en 1919. 


MORSURES MORSURES MORSURES 
A LA TETE AUX MAINS AUX MEMBRES 


TOTAUX 


wai ] 2 — 3 = 
ANNEE 1919 n al ees 2 =e) 62 llta Ibs n n | to 
oO ae oe 2 =Ss| 2 Be s s = tl ) 

_ ta eae = Gt ~ A of ~ 7 i 
— ry a Saad im ae = 6 sa ie o oo 

+) uh 

me 5 3 = 2 
a |= |sela Sepaela2)/seya le l[sa 

Ss a Sy = 

a ee a — ——|——— 


Catégorie A.| 8] 1 | 1,23] 98 
Catégorie B.} 110] 0 0 5241 


Catégorie C. 


0,16 11.843} 3 |0,16 


Les personnes se réparlissent de la fagon suivante, d’aprés 
le territoire sur lequel elles ont été mordues : 


Mrances Bienes SOUT T Aljemagnente pee es 25 
Wei. S95 asc Stn 2 INUEENG = G5 oS snaelo ee a 
IR@IENOMIES 5 5 98 Go < 4 Espagne 4 
Luxembourg. . il 


Répartition par département des 1.777 personnes traitées 
mordues en France. 


Aisne. See tans Charente-Inférieure. . .. . 
Allier an ee 

Alsace Seas Corréze.. .. 

Ardennes 1 it Cote-d’Or 


Cotes du-Nord 
Aveyron see Creuse 
Calvados . ee Deux-Sévres 
GanitalasataccknOr emer ic JOU Seem 


cS 
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Eure . 15 Nord . 3 
Eure-et-Loir 146 | Oise . 26 
Finistére . . 4 Orne . rar, ae 
Ile-et-Vilaine . 18 Pas-de-Calais. . 55 
Indre. 41 | Puy-de-Dome : 16 
Indre-et-Loire 46 | Pyrénées (Basses-): . - 6 
Loir-et-Cher . 18 Sadne-et-Loire . . 6 
Loire (Haute-) . 45 Saodne (Haute-). . 3 
Loire-Inférieure 40 Sarthe . 14 
Loiret 38 Séeinea 5 c= te 595 
Lorraine . 12 Seine-Inférieure Ad 
IPO o bi 14 Seine-et-Marne . 20 
Maine-elt-Loire . . 24 Seine-et-Oise. . . 492 
Manche. . . 5 | Somme. peeenene 53 
Marne. . Ei 28) WeViendO@.cw soa ten Oe ee 3 
Marne (Haute-). . O30 Vienmeuama | iy {mea eee 7 
MAY CRG pon Greve eee 3 |. Vienne:tblambesheaial< ii ale 13 
Meurthe-et-Moselle. . .. . 44 VOSSESs: ealetigtl Seek Semeeeed 13 
Meuse; 4st e bee ed Bd Ki Yonne >. 2" se woe yal 
Morcbihanaee ices | cae. 8 tae 29 
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Personnes traitées mortes de la rage aprés le traitement. 


Thomas (Louis), 36 ans, demeurant 4 Decize (Niévre). — Mordu le 7 jan- 
vier au nez, au sourcil gauche : 3 morsures pénétrantes qui ont saigné. 

Traité du 11 janvier au 3 février. 

Pris de rage le 15 mars. Mort a l'hopital Pasteur le 18 mars. 

Chien reconnu enragé par M. Garcin, vétérinaire a Decize. 

Le bulbe de Thomas inoculé aux animaux a donné la rage le 26° jour. Le 
bulbe du chien mordeur inoculé a des cobayes'a donné la rage le 46¢ jour. 


Aubé (René), 9 ans, demeurant A Bu (Eure-el-Loir). — Mordu le 24 ayril 
au mollet droit : 2 morsures pénétrantes qui ont saigné. 

Traité du 27 avril au 14 mai. 

Les premiers symplomes rabiques se sont manifestés le 8 juillet. Mort a 
Vhépital Pasteur le 10 juillet. 

Chien reconnu enragé par M. Chapellier, vélérinaire 4 Houdan. 


Hadrot (Denise), 4 ans, demeurant A Ecréme, Seine-et-Marne. — Mordue le . 


23 mars : quatre morsures péneétrantes aux joues, une a la base du nez. 
Traitée du 25 mars au 16 avril. 
Les premiers symptomes rabiques se sont manifestés chez elle le 16 octo- 
bre. Morte a Vhopital Pasteur, le 20 octobre. 
Chien errant qui a disparu aprés avoir mordu. 
Le bulbe de Hadrot inoculé 4 des animaux a donné la rage le 20° jour. 
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Personne traitée morte de la rage moins de 15 jours 
aprés le traitement. 


Labouret (Léon), 47 ans, demeurant 4 Paris (Seine). — Mordu le 30 juin. 
Deux morsures pénétrantes a l'auriculaire droit. 

Traité du 30 juin au 20 juillet. 

Pris de rage le 2 aovt. Meurt a l’hdpital Pasteur le 6 aout. 
Chien reconnu enragé par M. Vasseur, vétérinaire de la Fourriére. 


Le bulbe de Labouret, inoculé aux animaux, a donné la rage le 20° jour. 


Personne prise de la rage en cours de traitement. 


Dion (Raymond), 4 ans, demeurant 4 Saint-Léonard (Oise). — Mordu le 
13 octobre : 8 morsures pénélrantes aux joues, qui ont saigné. 

Traité du 16 oclobre au 5 novembre. 

Les premiers symptomes rabiques se sont manifestés chez lui le 5 novem- 
bre. Mort a lhopital Pasteur le 8 novembre. 

Chien errant, tué apres avoir mordu. 

Le bulbe de Dion a donné la rage le 25° jour. 


Le Gérant : G. Masson. 
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Paris. — L. MARETHEUX, imprime:r, 1, rue Cassette. 
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